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1 Johdanto 
 
1.1 Syanobakteerit 
 
Syanobakteerit ovat fotoautotrofisia prokaryootteja (Castenholz 2001). Vanhimpien 
löydettyjen syanobakteerifossiilien on oletettu syntyneen 3500 miljoonaa vuotta sitten, 
vaikka DNA-pohjaiset tutkimukset osoittavatkin ensimmäisten syanobakteerien 
kehittyneen vasta 2600 miljoonaa vuotta sitten (Schopf ym. 2000, Hedges ym. 2001). 
Varhaisesta kehityksestä johtuen on ajateltu, että syanobakteerit ovat osallistuneet 
otsonikerroksen muodostamiseen (Schopf ym. 2000). Tutkimukset osoittavat myös, että 
kasvisolujen kloroplastit ovat alkuperältään syanobakteereja, jotka ovat syntyneet 
protistien ja syanobakteerien välisen endosymbioosin seurauksena (Bhattacharya 2003).  
 
Syanobakteerit ovat monimuotoinen fylogeneettinen pääjakso, joka luokitellaan 
taksonomisesti lähelle gram-positiivisia bakteereita, vaikka niiden soluseinä muistuttaa 
enemmän gram-negatiivisten bakteerien soluseinää (Castenholz 2001). Syanobakteerit 
elävät yksisoluisina tai rihmamaisina muodostelmina ja ne voivat elää symbioosissa 
kasvien, sienten tai eläinten kanssa. Syanobakteereilla ei tavata flagelloja, mutta 
useiden, etenkin rihmoja muodostavien lajien on havaittu liikkuvan liukumalla 
(Castenholz 2001). Myös fimbriat ja pilit ovat laajasti tavattuja syanobakteereilla. 
Syanobakteerit voivat muodostaa erilaistuneita soluja, joista esimerkkeinä ovat 
ilmakehän typen sidontaan erilaistuneet heterosyytit sekä lepomuodot, akineetit 
(Castenholz 2001). Syanobakteereja pidetäänkin merkittävinä typen kiertoon 
osallistuvina organsimeina vesistöissä muiden muassa heterosyyttien ansiosta (Pearl 
2000). Syanobakteerien sytoplasmassa tavataan kellumisen mahdollistavia 
kaasuvakuoleja sekä yhdisteiden varastointiin tarkoitettuja glykogeeni-, polyfosfaatti- 
ja syanofysiinijyväsiä (Castenholz 2001). Lisäksi sytoplasmassa esiintyy 
karboksisomeja, jotka sisältävät hiilidioksidin sidontaan osallistuvia entsyymejä 
(Castenholz 2001). Syanobakteereilta on löydetty fotosynteesipigmenteistä klorofyllit a, 
b ja d sekä fotosysteemit PS I ja PS II. Kaikki syanobakteerit ovat fotoautotrofeja. 
Joiltakin lajeilta on kuitenkin löydetty kantoja, jotka ovat fakultatiivisesti foto- ja 
kemoheterotrofeja (Castenholz 2001). 
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Syanobakteereita tavataan sekä maalla että vedessä (Castenholz 2001, Whitton ja Potts 
2000). Niiden joukosta löytyy kantoja, jotka pystyvät elämään erittäin matalissa ja 
korkeissa lämpötiloissa, sietävät UV-valoa, kykenevät hyödyntämään useita 
auringonvalon aallonpituuksia ja voivat käyttää tarvittaessa rikkivetyä vedyn lähteenä 
fotosynteesissä. Laajasta monimuotoisuudestaan johtuen syanobakteerit viihtyvät myös 
ääriolosuhteissa kuten jäätiköllä, autiomaissa, kuumissa lähteissä, suolajärvissä ja 
kylmissä vesistöissä (Castenholz 2001).  
 
1.2 Syanobakteerien massaesiintymät  
 
Syanobakteerit voivat muodostaa vesistöissä massaesiintymiä (Mur ym. 1999). 
Yleisesti tiedetään, että syanobakteerien massaesiintymiä ilmenee lähinnä 
rehevöityneissä vesissä ja tämän vuoksi oletetaankin, että syanobakteerit tarvitsevat 
kasvaakseen runsaasti typpeä ja fosforia (Mur ym. 1999). Massaesiintymien 
muodostumiseen vaikuttavat ravinteiden ohella vesien lämpeneminen, valoisuus ja 
sekoittuminen. Mikään näistä tekijöistä ei kuitenkaan yksin selitä massaesiintymien 
muodostumista (Pearson ym. 1990, Mur ym. 1999). Vaikka syanobakteerien kasvu on 
paljon hitaampaa muihin kasviplanktonlajeihin verrattuna, syanobakteerien ekologiassa 
ja ekofysiologisissa ominaisuuksissa on paljon piirteitä, jotka antavat niille 
rehevöityneissä vesistöissä kilpailuedun muihin lajeihin verrattuna (Mur ym. 1999). 
Syanobakteerien kyky fosforin ja typen sitomiseen on korkea. Lisäksi syanobakteerit 
pystyvät muodostamaan ylimääräisestä fosforista polyfosfaattigranuloita ja näin ollen 
hyötymään veden pohjasedimenteistä vapautuvista fosforipulsseista sekä sopeutumaan 
niukkafosforisiin ajanjaksoihin (Lappalainen ja Matinvesi 1990, Bhaya 1999). Joillakin 
syanobakteerilajeilla tavataan typen sidontaan erilaistuneita heterosyyttisoluja, joiden 
avulla syanobakteerit selviävät vähätyppisissä ympäristöissä (Castenholz 2001). 
Syanobakteerit kasvavat muuta kasviplanktonia paremmin alhaisissa valaistusoloissa 
fykobiliproteiinien ansiosta (Mur ym. 1999). Lisäksi syanobakteerit pystyvät 
kaasuvakuoliensa ansiosta asettumaan vesipatsaassa kohtaan, jossa ravinteet ja valaistus 
ovat kasvulle suotuisimmat (Oliver ja Ganf 2000) Kaasuvakuolit estävät myös 
syanobakteerien sedimentoitumisen. Syanobakteereilla on todettu olevan melko vähän 
saalistajia, mikä antaa niille myös kilpailuedun muihin fytoplanktoneihin verrattuna 
(Mur ym. 1999).  
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Tyypillisiä massaesiintymien muodostajia ovat planktiset syanobakteerit, joilla tavataan 
kaasuvakuoleja. Näitä ovat esimerkiksi Anabaena, Planktothrix, Nodularia ja 
Microcystis -sukujen syanobakteerit (Castenholz 2001). Massaesiintymät ovat usein 
myrkyllisiä ja siten haitallisia ihmisille sekä eläimille (Sivonen ja Jones 1999). Tästä 
syystä esimerkiksi uimavesien syanobakteeriesiintymiä valvotaan Suomessa kuntien 
terveysviranomaisten toimesta.   
 
1.3 Fosfori alkuaineena ja sen kierto vesiekosysteemissä 
 
Fosfori on jaksollisessa järjestelmässä numerolla 15 ja se on maapallon 11. yleisin 
alkuaine. Fosfori voi esiintyä hapetusasteilla -3 – +5 ja muodostaa näin ollen lukuisia 
yhdisteitä useiden eri alkuaineiden kanssa (Williams 1978). Tyypillisimmin fosfori 
muodostaa yhdisteitä hapen (O), typen (N) ja erilaisten metallien kanssa (Dignum 
2005). Vedessä fosfori voi kuitenkin esiintyä ainoastaan hapetusasteella +5, mistä 
johtuen kaikki biokemiallisiin reaktioihin käytetty fosfori esiintyy happeen 
sitoutuneena fosfaattina eli ortofosfaattina, PO4
3- 
(Williams 1987). Nämä epäorgaaniset 
fosfaattimolekyylit (Pi) voivat muodostaa lukuisia erilaisia organofosfaattisia yhdisteitä, 
jotka ovat seurausta joko fosfaatin siirtoreaktiosta (phosphate transfer reaction) tai 
kondensaatioreaktioista (Williams 1978). Arviolta 90 % vesistöjen fosfaatti-
molekyyleistä on sitoutuneena joko elävään tai kuolleeseen orgaaniseen ainekseen 
(Wetzel 1983). 
 
Fosforia pidetään yleisesti kasviplanktonin ja etenkin typen sidontaan kykenevien 
syanobakteerien kasvua rajoittavana tekijänä, sillä syanobakteerit kykenevät 
hyödyntämään suoraan ainoastaan epäorgaanista fosforia ja joitakin fosforyloituja 
sokereita (Räike ym. 2003, Dignum ym. 2005). Fosforia valuu vesistöihin luonnollisen 
valuman lisäksi ihmisen toiminnan seurauksena. Merkittävimpiä vesistöjen kuormittajia 
Suomessa ovat maa- ja metsätalouden sekä teollisuuden aiheuttaman hajakuormitus 
(Suomen Ympäristökeskus 2012, www-dokumentti). Ulkoinen kuormitus vaihtelee 
suuresti vesistön sijainnin ja kuormituslähteen perusteella. Viime vuosikymmenien 
tehokkaat vesistöjen suojelutoimet ovat vähentäneet ulkoista kuormitusta merkittävästi 
(Arvola 2011). 
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Maapaerästä tuleva sekä vesistössä jo oleva fosfori vajoaa vedessä pohjaan joko 
eloperäisenä aineksena tai rauta- ja kalsiumsuoloiksi sitoutuneena (Wetzel 1983, 
Lappalainen ja Matinvesi 1990). Vajonneesta aineksesta osa sedimentoituu syvälle 
sedimenttikerrokseen vieden ravinteet pois aineen kiertokulusta (Lappalainen ja 
Matinvesi 1990). Pohjasedimentin pinnalla puolestaan toimii muutaman millimetrin 
paksuinen kerros, jossa aerobiset mikrobit mineralisoivat eloperäistä ainesta sitoen osan 
fosforista itseensä ja vapauttaen loput ympäristöön (Wetzel 1983). Hapellisissa oloissa 
vapautunut fosfori sitoutuu pohjasedimentissä oleviin metallioksideihin, kun taas 
hapettomissa oloissa rautaoksidit pelkistyvät ja fosfori vapautuu takaisin vesistöön 
(Wetzel 1983). Mikäli pohjasedimentistä vapautuu vesistöön enemmän fosforia kuin 
mitä siihen sitoutuu, puhutaan järven sisäisestä kuormituksesta (Lappalainen ja 
Matinvesi 1990). Sisäistä kuormitusta tavataan etenkin rehevöityneissä järvissä, joissa 
pohjasedimentin sietokyky on ylitetty ja siihen sitoutunut fosfori vapautuu vähitellen 
pH:n muutoksen, resuspensoitumisen ja bioturbaation seurauksena takaisin organismien 
käyttöön (Lappalainen ja Matinvesi 1990).  
 
1.4 Bakteerien ravinteiden puutteesta aiheutuvat stressivasteet 
 
Bakteerit saattavat joutua elämään pitkiäkin aikoja ympäristössä, jossa ravinteiden 
määrä on rajoitettua. Ravinteiden puute mikrobien kasvualustassa aiheuttaa sekä yleisiä 
stressivasteita että spesifisiä vasteita tietyn ravintoaineen puutteelle (Nyström 2005). 
Yleinen stressivaste havaitaan minkä tahansa ulkoisen stressin seurauksena ja se 
ilmenee lähinnä solun morfologiassa ja lukuisissa fysiologisissa prosesseissa, joiden 
seurauksena bakteeri asettuu niin sanottuun säästötilaan (Bhaya ym. 1999). Säästötila 
mahdollistaa sen, että solu pystyy ylläpitämään peruselintoimintoja ja aktivoimaan 
spesifiset stressivasteet (Hengge 2011). Spesifisen vasteen seurauksena solussa 
aloitetaan kuljetusmekanismien ja entsyymien tuotanto sellaisille yhdisteille, joista solu 
voi muokata kyseisen ravintoaineen itselleen sopivaan muotoon (Bhaya ym. 1999). 
Kun spesifinen stressivaste on aktivoitu ja sen ilmeneminen on niin suurta, että se 
pystyy pitämään huolen solun elintoiminnoista, yleinen stressivaste hiljennetään 
(Hengge 2011).  
 
Yleisen stressivasteen seurauksena solussa on havaittavissa samoja toimintoja sekä 
ravinteiden puutteessa että solukasvuston siirtyessä eksponentiaalisen kasvun vaiheesta 
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stationäärivaiheeseen (Hengge 2011). Toisaalta on havaittu, että stationäärivaiheeseen 
siirtymisen saattavat saada aikaan ravinteiden puutteen lisäksi äkilliset stressitekijät 
kuten kuuma- tai kylmäshokki (Folio ym. 2004). Bakteerisolun siirtyessä 
stationääritilaan ensimmäiseksi siinä aktivoituu niin sanottu ankara säätely (stringent 
response), joka ilmenee guanosiinitetrafosfaatin ja guanosiinipentafosfaatin (yhteisesti 
lyhennetty (p)ppGpp) kohonneina pitoisuuksina solussa (Folio ym. 2004)). (p)ppGpp-
välitteisen säätelyn pääasiallinen tavoite on säästää solun energiaa välttämättömiin 
toimintoihin. (p)ppGpp-välitteinen säätelyjärjestelmä pysäyttää solun kasvun 
lopettamalla kaikkien tarpeettomien makromolekyylien valmistuksen (Bouevert and 
Battesti 2011). Kasvun pysähtyminen tapahtuu epäsuorasti RNA-polymeraasien 
välityksellä, eikä kaikkia tekijöitä tälle monimutkaiselle ilmiölle vielä tunneta. 
(p)ppGpp toimii myös Escherichia coli –bakteerin RNA-polymeraasin alayksikön, 
sigma S –faktorin (σS-faktori) sekä Bacillus subtilis –bakteerin sigma B –faktorin (σB-
faktorin) säätelijänä (Hengge 2011, Price 2011). σS-faktorin ilmentyminen lisääntyy 
nopeasti, kun bakteeri kohtaa äkillisen stressitekijän. Stressitekijöitä voivat olla 
esimerkiksi ravinteiden puute, kylmyys, kuumuus, suolapitoisuus, happamuus, 
solutiheys ja solujen hidas kasvu. Indusoitu σS-faktori puolestaan tekee yhteistyötä 
ueiden transkription säätelytekijoiden kanssa ja säätelee näin ollen monia solun 
prosesseja: translaatiota, transkriptiota ja proteiinien aktiivisuutta (Hengge 2011). σS-
faktorille on löydetty homologeja lukuisista eri bakteereista.  
 
1.4.1 Bakteerien spesifinen vaste alhaiselle fosforipitoisuudelle 
 
Fosforia pidetään merkittävimpänä vesistöjen mikrobien kasvua rajoittavana tekijänä ja 
fosforipitoisuuden vaihtelu saattaa olla vesiympäristöissä ajoittain suurta. Näiden 
syiden nojalla pidetään tärkeänä, että vesiympäristöissä yleisesti tavattaville gram-
negatiivisille bakteereille on kehittynyt kuljetusmekanismeja, jotka mahdollistavat 
niiden selviytymisen alhaisissa fosforipitoisuuksissa (Dignum ym. 2005, Dyhrman 
2007). Matalissa fosforipitoisuuksissa fosforin sisäänottoa tehostaa mikrobien 
ulkomembraanin lukuisat selektiiviset fosforikanavat sekä periplasmassa korkealla 
affiniteetillä fosforia sitovat proteiinit ja fosforyloituja yhdisteitä hydrolysoivat 
fosfataasit (Dignum ym. 2005). Malliesimerkkinä käytetään yleensä Escherichia coli -
bakteerin tarkoin säädeltyä pho-regulonia, jonka geenituotteiden ilmentyminen voi 
kasvaa jopa 1000-kertaiseksi epäorgaanisen fosforin vähetessä kasvualustasta (Kuva1.1) 
14 
 
 
 
(Wanner 2006). Järjestelmä käsittää kaiken kaikkiaan yli 20 fosfaatilla säädeltävää 
promoottoria, 10 säätelygeeniä ja kaksi fosfaattia kuljettavaa kokonaisuutta (Wanner 
2006). Säätelyalueen geenituotteina ulkokalvolle asettuu fosfaattispesifisiä (PST, 
phosphate spesific transport system) poriinikanavia (PhoE), periplasmaan tuotetaan 
alkalifosfataaseja (AP) ja fosforia sitovia proteiineja (PstS). Lisäksi solun sisäkalvoon 
tuotetaan PstABC-kanava, joka siirtää hydrolysoidun Pi:n solun sisään (Dignum ym. 
2005). Näistä proteiineista parhaiten tunnetaan periplasmassa sijaitseva alkalifosfataasi 
PhoA, jonka tuotanto voi lisääntyä useita satoja kertoja, kun epäorgaaninen fosfori 
vähenee kasvualustassa (Wanner 2006).  
 
Kuva 1.1 Kaaviokuva Escherichia coli -bakteerin pho-regulonin koodaamista 
proteiineista. PhoA: alkalifosfataasi, PhoE: fosfaattispesifinen poriinikanava, PstS: 
fosfaattiin sitoutuva proteiini, PstABC: ATP-välitteinen kuljetuskanava, PhoR: 
sensorikinaasi, PhoB: transkription säätelijä, PhoU: Pho-ilmentymisen inhibiittori 
(Dignum ym. 2005).  
 
Vastaavanlaisia homologisia kuljetussysteemeitä on löydetty myös syanobakteereilta, 
joista tutkituin on Synechococcus-suvun syanobakteerien pho-reguloni (Dignum ym. 
2005). Esimerkiksi Nodularia spumigena CCY9414 –syanobakteerikannan 
transkriptomista on löydetty PstABC-systeemi (Voβ ym. 2013) ja alkaalifosfataasia 
PhoA tavataan hyvin laajasti syanobakteereilla (Liu ym. 2012, Orchard ym. 2009, 
Bhaya 1999). Viime aikoina on kuitenkin todettu, että vesistöissä elävillä bakteereilla 
mukaan lukien syanobakteereilla phoX-geeni on paljon yleisempi eikä homologiaa eri 
alkalifosfataasigeenien välillä välttämättä löydy (Sebastian ja Ammerman 2009). 
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Sebastian ja Ammerman (2009) olettavat tämän johtuvan alkalifosfataasien käyttämistä 
kofaktoreista, sillä PhoA-entsyymin käyttämä sinkki on paljon harvinaisempi 
vesistöissä kuin PhoX-entsyymin käyttämä kalsium. Edellä mainittujen geenien lisäksi 
syanobakteereilta on löydetty muiden muassa phoD ja phoV -alkaalifosfataasigeenejä 
(Voβ ym. 2013, Bhaya 1999, Liu ja Wu 2012). Myös Anabaena 90 -
syanobakteerikannan annotoidusta genomista on löytynyt pho-regulonin avoimia 
lukukehyksiä (ORF) (Wang ym. 2012). 
 
1.4.2 Syanobakteerien yleiset ja spesifiset vasteet kasvualustan alhaiselle 
fosforipitoisuudelle 
 
Syanobakteereissa fosfori toimii (1) rakennusosana soluseinän peptidoglukaaneissa, 
DNA:ssa sekä RNA:ssa ja osallistuu vähäisissä määrin lipopolysakkaridien 
muodostukseen (Dignum ym. 2005). Lisäksi fosfori osallistuu (2) energiametaboliaan 
muodostamalla ATP- ja polyfosfaattimolekyylejä sekä (3) solun sisäiseen ja solujen 
väliseen signalointiin fosforylaatiolla ja defosforylaatiolla (Dignum ym. 2005). 
 
Kun fosforin määrä syanobakteerisoluissa vähenee, solut asettuvat niin sanottuun 
säästötilaan yleisen stressivasteen seurauksena (Dignum ym. 2005). Stressivastetta 
aktivoivat todennäköisimmin syanobakteerien tiukka säätely sekä tyypin σ70-faktorit 
(Huang ym., 2002, Imamura ja Asayama, 2009). Selkeimmin stressivaste näkyy kasvun 
hidastumisena tai pysähtymisenä (Rapala ym. 1997, Harke ym. 2011 Liu ja Wu 2012). 
Tyypillisesti syanobakteerien kasvu fosforittomalla tai niukasti fosforia sisältävällä 
alustalla hidastuu muutamassa päivässä ja loppuu kokonaan, kun alustan fosfori ja 
syanobakteerien fosforivarastot loppuvat (Rapala ym. 1997). Lisäksi on havaittu, että 
fosforin vähyys aiheuttaa solukoon pienentymistä sekä valopigmenttien ja RNA:n 
määrän vähenemistä suhteessa solumäärään (Dignum ym. 2005).  
 
Edellä mainittujen toimintojen lisäksi muutoksia on havaittu syanobakteerien 
sekundaarimetaboliittien tuotannossa. On havaittu, että Anabaena 90 –syanobakteeri-
kannan mikrokystiinien, anabaenopeptiinien ja anabaenopeptilidien tuotto lisääntyy, 
kun fosfori lisääntyy kasvualustassa (Rapala ym. 1997, Repka ym. 2004). 
Vastaavanlaisia tuloksia on saatu tutkittaessa Nodularia, Microcystis, Aphanizomenon 
ja Oscillatoria-sukujen syanobakteereja (Taulukko 1.1) (Sivonen ja Jones, 1999). 
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Taulukko 1.1 Fosforipitoisuuden vaikutus myrkkyjen tuotantomääriin eri 
fosforipitoisuuksissa (Sivonen ja Jones 1999, mukailtu).  
 
Fosforipitoisuus 
(mg/l) 
Tutkittu 
myrkky 
Tutkittu 
syanobakteeri 
Myrkyn 
pitoisuuden 
muutos * 
Lähde 
0,05-5,5 
Mikrokystii
ni 
Anabaena spp. 5-kertainen 
Rapala ym. 
1997 
0,05-5,5 
Anatoksiini-
a 
Aphanizomenon 2-kertainen 
Rapala ym. 
1993 
0,0025-0,025 
Mikrokystii
ni 
Microcystis 
artuginosa 
2,3-kertainen 
Utkilen ja 
Gjølme, 1995 
0,1-5,5 
Mikrokystii
ni 
Oscillatoria 
agardhii 
1,8-2,5-
kertainen 
Sivonen 1990 
0,5-5 Nodulariini 
Nodularia 
spumighena 
4-kertainen 
Lehtimäki ym. 
1997 
*Myrkyn määrän muutos matalan ja korkean fosforipitoisuuden välillä. 
 
Fosforin puutteen spesifisenä vasteena on havaittu, että syanobakteerien pho-regulonin  
geenituotteiden määrä kasvaa useilla syanobakteerisuvuilla alhaisissa 
fosforipitoisuuksissa (Taulukko 1.2) (Bhaya 1999, Orchad 2009, Harke ym. 2011, Liu 
ja Wu, 2012). Vastaavasti fosfataasiaktiivisuuden lisääntymistä ei ole havaittu, kun 
syanobakteerit elävät runsasfosforisessa ympäristössä (Vaitomaa ym. 2010). 
Esimerkiksi Synechococcus-suvun syanobakteerien epäorgaanisen fosforin kuljetuksen 
Vmax:n on todettu kasvavan 50-kertaiseksi alhaisessa fosfaattipitoisuudessa ja 
Microcystis-suvun syanobakteerien phoX- ja pstS-geenien tuotteet kerääntyvät 
merkittävästi suurempina määrinä alhaisissa fosfaattipitoisuuksissa (Bhaya ym. 1999, 
Harke ym. 2011). Myös Anabaena-suvun syanobakteereilla on löydetty 
alkalifosfataasigeenejä. Tutkimuksessa Anabaena sp. FACHB 709 tuotti neljää eri 
alkalifosfataasia alhaisessa fosforipitoisuudessa, joista merkittävimmin lisääntyi PhoA-
709-alkalifosfataasin tuotanto (Liu ja Wu 2012). Koska fosforia pidetään yleisesti 
syanobakteerien kasvua rajoittavana tekijänä makeissa ja murtovesissä, 
alkalifosfataasien merkityksen oletetaan olevan tärkeä syanobakteerien kasvulle 
alhaisissa fosforipitoisuuksissa (Bhaya 1999). Tutkijat pitävät todennäköisenä, että 
nämä geenituotteet mahdollistavat esimerkiksi Microcystis- ja Nodularia –sukujen  
syanobakteerien esiintymisen vähäravinteisissa järvissä sekä Itämeressä ja 
myötävaikuttavat massaesiintymien muodostumista kyseisissä oloissa (Harkeym 2011, 
Voβ ym. 2013). Liu ja Wu (2012) eivät kuitenkaan pidä geenituotteiden hyödyllisyyttä 
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yksiselitteisenä ja lisätutkimuksia alkalifosfataasien merkityksistä syanobakteereille 
tarvitaan.  
 
Taulukko 1.2 Fosforipitoisuuden vaikutus alkalifosfataasigeenien geenituotteiden 
määriin.  
 
Fosforipitoisuus 
Syanobakteerisuku/ 
Syanobakteerikanta 
Pitoisuuden muutos* Lähde 
0,1–100 mM Microcystis 9,3-kertainen 
Harke ym. 
2011 
0–0,224 mM 
Anabaena FACHB 
709 
3,6-kertainen 
Liu ja Wu 
2012 
0,006–0,03 mM 
Cylindospermopsis 
raciborskii 
10,1-kertainen Wu ym. 2012 
*Pitoisuuden muutos korkean ja matalan fosforipitoisuuden välillä. 
 
1.4 Anabaena-suvun syanobakteerit 
 
Anabaena-suvun syanobakteerit ovat makean veden ja murtoveden planktonin 
valtalajeja. Suvun edustajia on tavattu myös merivesissä, mutta siellä niiden ei ole 
havaittu muodostuvan planktonin valtalajiksi (Rippka ym. 2001). Planktonin lisäksi 
Anabaena-suvun syanobakteerit voivat kasvaa vesistöjen pohjalla (benttinen kasvu) tai 
symbioosissa useiden eri lajien kanssa (Rippka ym. 2001). Anabaena-suvun 
syanobakteerilajeja on löydetty myös maalta (Whitton ja Potts 2000). Tyypillisesti 
Anabaena-suvun syanobakteerit muodostavat useista soluista rihmamaisia ketjuja, 
joissa esiintyy ilman typpeä sitovia heterosyyttejä 10–20 solun välein (Kuva 1.2) 
(Rippka ym. 2001). Anabaena-suvussa tavataan myös akineettisoluja sekä planktisilla 
lajeilla kaasuvakuoleja. Yksittäiset solut ovat tyypillisesti sylinterimäisiä tai pyöreitä ja 
ne ovat halkaisijaltaan 2-15 μm (Rippka ym. 2001).  
 
Anabaena on eräs eniten bioaktiivisia yhdisteitä tuottava syanobakteerisuku (Sivonen ja 
Börner 2008). Anabaena-syanobakteerit tuottavat maksamyrkkyinä tunnettujen 
mikrokystiinien lisäksi hermomyrkkyinä tunnettuja anatoksiini-a:ta (Sivonen ym. 1992), 
anatoksiini-a(S):ta (Sivonen ja Jones 1999) ja saksitoksiineja (Rapala ym. 2005). Ne 
tuottavat myös anabaenopeptilidejä, anabaenopeptiinejä, hassalidinejä ja 
anabaenolysiiniä (Fuji ym. 1996, Rouhiainen ym. 2000, Vestola 2011, Jokela ym. 2012, 
Wang ym. 2012).  
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Kuva 1.2 Anabaena 90 –syanobakteerikanta. Kuvassa näkyy paksuseinäisiä 
heterosyyttisoluja sekä erilaistumattomia soluja kasvun eri vaiheissa. Kuva on otettu 
Axioskop 2 plus –mikroskoopiin yhdistetyllä Axio Cam HRc –kameralla (Carl Zeiss 
Göttingen, Saksa). Kuva on 40 x suurennos.  
 
 
1.5  Anabaena 90 –syanobakteerikanta 
 
Vesijärvestä 1986 eristetty Anabaena 90 on bioaktiivisia sekundaarimetaboliiitteja 
tuottava syanobakteerikanta (Sivonen ym. 1992, Fuji ym. 1996, Rouhiainen ym. 2000).  
Anabaena 90 –kannan koko genomi on sekvensoitu (Wang ym. 2012). Genomin koko 
on 5,3 Mb ja se koostuu kahdesta kromosomista sekä kolmesta plasmidista. Genomista 
on löytynyt kaiken kaikkiaan 4738 avointa lukukehystä (ORF), joista 2954 ORF:lle on 
löytynyt toiminto ja loput 1784 ORF:ia on listattu niin sanotuiksi oletetuiksi ORF:eiksi 
(hypothetical ORF). Genomi sisältää paljon liikkuvia elementtejä sekä pseudogeenejä. 
Aikaisemmin oletettiin, että Anabaena 90 –syanobakteerikanta tuottaa kaikki 
tunnistetut bioaktiiviset peptidit ei-ribosomaalisen peptidisynteesin (NRPS) avulla 
(Rouhiainen 2000, Rouhiainen 2004, Rouhiainen 2010, Wang ym. 2012) mutta 
kokogenomisekvensoinnin myötä havaittiin, että kanta tuottaa myös suuren joukon 
peptideistä ribosomaalisella peptidisynteesillä (Sivonen ym. 2010, Wang ym. 2012). 
Kanta tuottaa ei-ribosomaalisella peptidisynteesillä mikrokystiinejä (Sivonen ym. 1992, 
Rouhiainen ym. 2004), anabaenopeptilidejä (Rouhiainen ym. 2000) ja 
anabaenopeptiinejä (Fuji 1996, Rouhiainen ym. 2010). Anabaena 90 –
syanobakteerikannan tuottamista mikrokystiineistä on kuvattu neljä eri muotoa: MC-
LR, MC-RR, D-Asp
3
-MC-LR D-Asp
3
-MC-RR (Repka ym. 2004). Mikrokystiinien 
lisäksi Anabaena 90 –syanobakteerikanta tuottaa kahdenlaisia anabaenopeptilidejä 90A 
19 
 
 
 
ja 90B sekä kolmenlaisia anabaenopeptiinejä A, B ja C (Fuji ym., 1996, Rouhiainen ym. 
2000). Kanta tuottaa näiden peptidien lisäksi kahta tunnistamatonta anabaenopeptiiniä 
(Repka ym. 2004). Anabaena 90 –kannalta on löydetty myös neljäs NRPS-geenijoukko, 
jonka on todettu tuottavan hassallidineja (Wang ym. 2012). Kyseisessä has-
geenijoukossa on kuitenkin tapahtunut deleetio, minkä seurauksena kanta ei enää tuota 
kyseistä yhdistettä (Wang ym. 2012). Anabaena 90 –kannasta on tuotettu 
poistogeeninen mutantti 90 M3, joka ei pysty tuottamaan anabaenopeptilidejä 
(Rouhiainen ym. 2000).  
 
1.6 Syanobakteerien tuottamat bioaktiiviset yhdisteet 
 
Syanobakteerit tuottavat lukuisia erilaisia bioaktiivisia yhdisteitä (Sivonen ja Börner 
2008). Vuoteen 2006 mennessä kyseisiä peptidejä oli tunnistettu ja kuvattu kaiken 
kaikkiaan 600 erilaista (Walker ja von Döhren 2006) mutta niitä löydetään koko ajan 
lisää (esim. Sivonen ym. 2010). Yhdisteiden runsaus selittyy syanobakteerien kyvyllä 
tuottaa ei-proteogeenisiä aminohappoja sekä liittää rakenteisiin erilaisia sokeri-, hiili- ja 
rasvahapposivuketjuja (Walker ja von Döhren 2006). Suurin osa syanobakteerien 
tuottamista bioaktiivisista yhdisteistä on rengasrakenteisia peptidejä tai niillä on 
vähintäänkin peptidien kaltaisia ominaisuuksia (Walker ja von Döhren 2006). 
Syanobakteerien bioaktiiviset peptidit tuotetaan usein ei-ribosomaalisella 
peptidisynteesillä (Walker ja von Döhren 2006), mutta nykyään tunnetaan myös paljon 
ribosomaalisesti tuotettuja peptidejä (Sivonen ym. 2010, Wang ym. 2012). Ei-
ribosomaaliseen peptidisynteesiin osallistuva useista moduuleista koostuva 
entsyymikompleksi (NRPSaasi) rakennetaan ribosomaalisesti, minkä jälkeen 
peptidisynteesiin ei enää tarvita nukleiinihappoja (Rouhiainen 2004, Finking ja 
Marahiel 2004). Entsyymikompleksin jokainen moduuli toimii templaattina 
biosynteesissä sekä vastaa yhden aminohapon kiinnittämisestä syntyvään peptidiin. 
Moduulit jakaantuvat edelleen useisiin toiminnallisiin osiin, domeeneihin, joiden 
tehtävänä on katalysoida peptidisynteesin yksittäisiä vaiheita (Fisbach ja Walsh 2006). 
On havaittu, että yhden geenin mutaatio NRPSaasien geenijoukossa estää koko 
yhdisteen bisynteesin (Dittmann ym. 1998, Rouhiainen ym. 2000).  
 
Bioaktiivisten yhdisteiden nimeämiselle ei ole olemassa selkeitä sääntöjä, minkä 
seurauksena nimistöstä on tullut erittäin monimuotoinen. Welker ja von Döhren (2006) 
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ovat katsausartikkelissaan luokitelleet syanobakteerien bioaktiiviset peptidit niiden 
rakenteen perusteella seuraavasti: aeruginosiinit, mikroginiinit, anabaenopeptiinit, 
syanopeptoliinit, mikrokystiinit ja nodulariinit, syklamidit, mikroviridiinit sekä 
kryptofysiinit. Yksi ryhmä on niin sanotut muut peptidit, johon kuuluu suuri joukko 
erilaisia ominaisuuksia sisältäviä peptidejä, joita ei voida luokitella mihinkään edellä 
luetelluista ryhmistä. 
 
Parhaiten bioaktiivisista yhdisteistä tunnetaan syanobakteerien tuottamat myrkyt 
(Sivonen ja Börner 2008). Myrkyt jaetaan vaikutuksensa perusteella maksa-, hermo ja 
ihomyrkkyihin (esim. Sivonen ja Börner 2008). Tyypillisimpinä myrkkyjen tuottajina 
pidetään Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, 
Nodularia, Nostoc ja Planktothrix –sukujen syanobakteereja. Myrkkyjen lisäksi 
syanobakteerien tuottamien bioaktiivisten yhdisteiden joukosta on löydetty 
farmakologisesti hyödyllisiä yhdisteitä (Walker ja Döhren 2006). Näitä ovat 
esimerkiksi syövän kehitykseen hidastavasti vaikuttavat sekä bakteerien, sienten ja 
virusten kasvua ehkäisevät yhdisteet (Sivonen ja Börner 2006). Bioaktiivisten 
yhdisteiden merkitystä syanobakteereille ei vielä tunneta. Oletettavaa kuitenkin on, että 
yhdisteet ovat tärkeitä soluille, sillä niiden tuotantoon vaaditaan merkittävä osa solun 
käytettävissä olevasta ravinteista ja energiasta. Bioaktiivisten yhdisteiden on esitetty 
toimivan myös allelokemikaaleina sekä solujen välisten viestien välittäjänä (Welker ja 
von Döhren 2006, Finking ja Marhiel 2004). Ohessa tarkastellaan lähemmin neljää 
Anabaena 90 -kannan tuottamaa bioaktiivista peptidiä.  
    
1.6.1 Mikrokystiinit 
 
Mikrokystiinit ovat parhaiten tunnettuja syanobakteerien tuottamia bioaktiivisia 
yhdisteitä (Sivonen ja Jones 1999). Makeissa vesissä mikrokystiinejä tuottavat 
pääsääntöisesti Anabaena, Microcystis ja Planktothrix –sukujen syanobakteeerit 
(Sivonen ja Jones 1999). Lisäksi mikrokystiinejä tuottavia kantoja on löydetty maalla 
symbioosissa elävistä syanobakteereista (Kaasalainen ym. 2012). Rakenteeltaan 
mikrokystiinit ovat seitsemästä aminohaposta koostuvia rengasrakenteisia peptidejä 
(Kuva 1.3) (Sivonen ym. 1992). Mikrokystiinien yleinen rakenne on syklo-(D-Ala
1
-X
2
-
D-MeAsp
3
-Z
4
-Adda
5
-D-Glu
6
-Mdha
7
), jossa X ja Z edustavat vaihtelevia aminohappoja 
(Sivonen ja Jones 1999). X ja Z-aminohapoista johtuen mikrokystiinejä on löydetty yli 
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100 erilaista variaatiota (Neffling 2010). Mikrokystiinien ainutlaatuisena piirteenä 
pidetään niiden Adda-aminohappoa eli (2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-metoksi-2,6,8,-tri-
metyyli-10-fenyylideka-4,6-dienoihappoa, jolla on todettu olevan tärkeä rooli yhdisteen 
myrkyllisyydessä (Namikoshi 1996, Sivonen ja Börner 1999).  Rottakokeissa on lisäksi 
havaittu, että rengasrakenteinen muoto on lineaarista muotoa myrkyllisempi 
(Namikoshi ja Reinhart 1996). Mikrokystiinit ovat maksamyrkkyjä, jotka inhiboivat 
seriini-treoniiniproteiinifosfataasien 1 ja 2A:n toimintaa (McKintosh ym. 1990). 
Maksamyrkkyjen lisäksi mikrokystiinien on todettu aiheuttavan kasvainten kasvua 
(Namikoshi 1996).  
 
 
 
Kuva 1.3 Mikrokystiini LR:n rakenne syklo-(D-Ala
1
-X
2
-D-MeAsp
3
-Z
4
-Adda
5
-D-Glu
6
-
Mdha
7
). Mdha=N-metyylihydroalaniini, MeAsp=D-erytro-beta-metyyliaspargiini-
happo, X ja Z = vaihtelevia aminohappoja (Sivonen ja Jones 1999). 
 
 
1.6.2 Anabaenopeptiinit 
 
Anabaenopeptiinit ovat syklisiä heksapeptidejä (Sivonen ja Börner 2006) 
Anabaenopeptiinien toinen aminohappo on aina lysiini, joka on liittynyt N-6-
peptidisidoksella kuudennen aminohapon karboksyyliryhmään (Kuva 1.4) (Sivonen ja 
Börner 2006). Toinen anabaenopeptiineille ominainen piirre on D-lysiiniin ureido-
sidoksella kiinnittynyt sivuketju (Welker ja von Döhren 2006). Anabaenopeptiinejä 
tuottavat Anabaena-suvun lisäksi Microcystis, Nodularia ja Oscillatoria -sukujen 
syanobakteerit ja niitä on löydetty makeiden vesien lisäksi maalta, murtovesistä ja 
meristä (Namikoshi ja Reinhart 1996, Rouhiainen ym. 2010). Anabaenopeptiineillä 
havaittuja bioaktiivisia ominaisuuksia ovat karboksipeptidaasi A –entsyymin toimintaa 
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estävät ominaisuudet sekä kymotrypsiinin ja trypsiinin toiminnan estäminen (Sano ja 
Kaya1995, Murakami ym. 2000, Reshef ja Carmeli 2002).   
  
 
Kuva 1.4 Anabaenopeptiini A, B ja C:n rakenne. Anabaenopeptiinien D-lysiini on 
kiinnittynyt kuudennen aminohapon karboksyylipäähän N-6-peptidisidoksella 
kuudennen. Toinen tunnusomainen piirre anabaenopeptiineille on D-lysiiniin 
ureidosidoksella kiinnittynyt sivuketju (Rouhiainen ym. 2010). 
 
 
1.6.3 Syanopeptoliinit 
 
Syanopeptoliinit ovat depsipeptidejä. Peptidin yleinen muoto on haaroittunut 
peptidolaktoni ja sen tunnusomaisena piirteenä pidetään Ahp-aminohappoa (3-amino-6-
hydroksi-2-piperidoni) (Kuva 1.5) (Walker ja von Döhren 2006, Sivonen ja Börner 
2008). Syanopeptoliinit toimivat seriiniproteaasien, kuten trypsiinin, plasmiinin ja 
trombiinin, inhibiittoreina (Namikoshi ja Reinhart 1996). Kaikkien syanopeptoliinien 
bioaktiivisuuksia ei kuitenkaan vielä tunneta.  Syanopeptoliineja on löydetty 
Aphanizomenon, Anabaena, Microcystis, Nodularia ja Oscillatoria-sukujen 
syanobakteereilta (Sivonen ja Börner 2008). Syanopeptoliinit löydettiin useista lajeista 
yhtäaikaisesti ja monien samanaikaisten julkaisujen vuoksi syanopeptiliineistä on 
käytetty nimiä aeruginopeptiinit, anabaenopeptilidit,  mikrokystilidit ja oskillapeptilidit 
(Namikoshi ja Reinhart 1996). Syanopeptoliineja on löydetty myös maalla ja meressä 
elävistä syanobakteereista (Sivonen ja Börner 2008). 
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Kuva 1.5 Anabaenopeptilidi 90A:n rakenne. Anabaena 90 –syanobakteerikannan 
tuottama anabaenopeptilidi 90A kuuluu syanopeptoliineihin. Syanopeptoliinien 
tunnusomaisena piirteinä pidetään Ahp-aminohappoa (3-amino-6-hydroksi-2-piperidoni) 
(punainen nuoli) sekä β-laktoni-sidosta (sininen nuoli) (Fuji ym. 2002).  
 
 
1.6.4 Hassallidiinit 
 
Hassallidiinit ovat hiljattain Hassallia-suvun. syanobakteereista löydettyjä bioaktiivisia 
yhdisteitä (Neuhof ym. 2005). Myöhemmin hassallidiineja on tavattu myös Anabaena 
ja Cylindrospermopsis-sukujen syanobakteereilla (Vestola 2011). Hassallidiinien 
rakenne koostuu yhdeksästä aminohaposta, jotka muodostavat rengasrakenteisen 
peptidin (Kuva 1.6) (Neuhof ym. 2005). Hassallidiineille ovat ominaisia 
aminohappoihin liittyneet sokeri- ja rasvahappo-osat, jotka mahdollistavat 
hassallidiinien rakenteellisia muutoksia (Neuhof 2005 ja 2006). Hassallidiineilla on 
havaittu fungisidisia ominaisuuksia, minkä vuoksi ne kiinnostavat tutkijoita (Neuhof 
ym. 2006).  
 
Kuva 1.6 Hassallidiini a:n rakenne. Hassallidiinit koostuvat yhdeksästä aminohaposta ja 
niille ovat ominaisia aminohappoihin liittyneet sokeri- ja rasvahappo-osat (Neuhoff ym. 
2005).  
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1.7 Menetelmien periaatteita 
 
1.7.1 Geelipohjaisessa proteomiikkassa käytetyn menetelmän periaate 
 
Proteomiikka on tutkimusala, jonka avulla tarkastellaan tietyllä ajanhetkellä eliön 
kaikkien proteiinien kokonaisuutta eli proteomia ja sen avulla saadaan kattava kuva 
organismin tilasta kyseisellä hetkellä (Herrmann ja Ruppert 2005). Proteomiikan 
perinteisin ja yhä käytössä oleva menetelmä on lähes 40 vuotta sitten julkaistu 2D-
geelielektroforeesi, joka erottelee proteiinit isoelektristen pisteiden ja molekyylimassan 
mukaan (O’Farrel 1975). Etenkin vertailevassa proteomiikassa 2D-geelielektroforeesin 
käytöllä on lukuisia etuja kokonaan massaspektrometriaan perustuviin menetelmiin 
verrattuna, vaikkakin 2D-geelielektroforeesi yhdistetään nykyään lähes poikkeuksetta 
massaspektrometriaan perustuviin analyyseihin (Herrmann ja Ruppert 2005). 2D-
geelielektroforeesissa proteiinit erotellaan isoelektristen pisteiden (pI) perusteella 
imobilisoiduilla pH-gradientti-liuskoilla (IPG-liuskat) (O’Farrel 1975). Ensimmäisen 
erottelun jälkeen proteiinit erotellaan koon perusteella natriumdodekyylisulfaatti- 
polyakryyliamidigeeleillä (SDS-PAGE). Parhaimmillaan menetelmällä saadaan 
erotetuksi tuhansia proteiineja. Ajon jälkeen erotellut proteiinit voidaan värjätä 
esimerkiksi hopeavärjäyksellä, jonka avulla proteiinit saadaan näkyviin ja niiden 
poiminta ja tunnistaminen geeliltä on mahdollista (Blum ym. 1987). 2D-
geelielektroforeesin heikkoutena pidetään sitä, ettei sen avulla saada näkyviin 
proteiineja, joilla on korkea tai matala isoelektrinen piste, pieniä proteiineja eikä 
solukalvon proteiineja (Herrman ja Ruppert 2005). Ajojen jälkeen geelit tyypillisesti 
värjätään hopea- tai Coomassie-värjäyksellä. Viime aikoina proteomiikan menetelmät 
ovat kehittyneet hurjasti. Tämän on tehnyt mahdolliseksi lisääntynyt 
kokogenomisekvensointi ja kehittyneet massaspektrometriset menetelmät, joiden avulla 
saadaan täydennettyä 2D-geelielektroforeesin puutteita (Herrmann ja Ruppert 2005).  
 
Kaksiulotteinen fluoresoiva geelielektroforeesi (2D-DIGE) on melko uusi ja toimiva 
menetelmä, jonka pohjana käytetään perinteistä 2D-geelielektroforeesia. Menetelmän 
avulla voidaan tarkastella proteiininäytteissä esiintyviä suhteellisia kvantitatiivisia ja 
kvalitatiivisia eroja (Ünlü ym. 1997). 2D-DIGE perustuu näytteiden leimaamiseen eri 
aallonpituuksilla fluoresoivilla ja emissoivilla fluorokromi-väriaineilla ennen normaalia 
2D-geelielektroforeesia. GE Healthcare tarjoaa leimaamiseen kahdenlaisia värisarjoja 
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(GE Healthcare 2005). Värisarjat leimaavat proteiininäytteiden lysiiniaminohapot, joten 
leimautuminen on mahdollista pysäyttää ja ylileimaantuminen estää lysiinin 
lisäämisellä näytteeseen. DIGE-värit on suunniteltu siten, että niiden koko ja varaus 
ovat samanlaisia, minkä seurauksena eri väreillä värjätyt samat proteiinit vaeltavat 
geelillä samaan kohtaan (Ünlü ym. 1997). Minimaalista värisarjaa käyttämällä yhdelle 
geelille on mahdollista ajaa kaksi näytettä sekä Cy2-värjätty sisäinen standardi (Kuva 
1.7). Sisäistä standardia käytetään minimoimaan geelien välistä hajontaa ja 
tarkentamaan kvantitatiivisia määrityksiä. Sisäinen standardi sisältää kaikkia 
koejärjestelyssä käytettyjä proteiininäytteitä. 
Proteiinigeelit kuvataan laser-skannerilla kullekin värille ominaisella aallonpituudella. 
Skanneri tunnistaa värien emittoiman fluoresenssin, joka muunnetaan skannerin ja 
tietokoneohjelmiston avulla digitaaliseen muotoon eri välivaiheiden kautta (Amersham 
Biosciences 2004). Geeleistä otetut kuvat analysoidaan Ettan DIGE-systeemin kanssa 
yhteensopivalla DeCyder 2-D Differential Analysis Software –ohjelmalla. Ohjelma on 
pitkälle automatisoitu ja sen avulla voidaan löytää proteiinitäpliä geeliltä ja sovittaa 
proteiinitäplät samoiksi eri geelien välillä. Lisäksi ohjelma poistaa taustan kohinaa, 
suorittaa geelien välillä kvantitatiivista analyysiä sekä normalisoi geelit toistensa 
suhteen. Ohjelmalla on mahdollista tehdä myös tilastollisia analyysejä sekä karttoja 
proteiinien poimimiseen. Mielenkiintoiset proteiinit poimitaan hopeavärjätyltä geeliltä 
proteiinien sormenjäljitysanalyysiä varten. Proteiinit tunnistetaan MALDI/MS tai 
LC/MS -analyyseillä.   
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Kuva 1.7 Proteiininäytteiden leimaus ja analysointi GE Healthcaren DIGE-
menetelmällä. Proteiininäytteet leimataan kolmella eri aallonpituuksin fluoresoivalla 
värillä ja analysointi suoritetaan DIGE-systeemin kanssa yhteensopivalla DeCyder-
ohjelmalla (GE Healthcare 2005).  
 
 
1.7.2 Massaspektrometriset menetelmät  
 
Massaspektrometria on yleisesti käytetty menetelmä orgaanisten yhdisteiden 
kvalitatiivisessa ja kvantitatiivisessa analyysissä. Menetelmä perustuu analysoitavan 
aineen siirtämiseen kaasufaasiin, aineen ionisointiin ja ionien erottamiseen massa-
varaus-suhteensa (m/z) mukaan muuttuvissa sähkö- ja magneettikentissä (Gross 2010). 
Massaspektrometrisen laitteiston yksi tärkeä komponentti on ionisaatiolähde, joka 
ionisoi analysoitavan yhdisteen ja saattaa sen kaasufaasiin. Laitteiston muita 
peruskomponentteja ovat massa-analysaattori, joka erottelee ionit toisistaan massa-
varaus-suhteiden perusteella, detektori, tietojenkäsittelylaitteisto ja vakuumipumppu.  
 
Nestefaasikromatografia-massaspektrometria (LC/MS) on massaspektrometrinen 
menetelmä, jossa näytteet pumpataan tiiviisti pakatun kolonnin läpi suurta vastapainetta 
vastaan ennen massaspektrometristä analysointia (Lemiére 2001). Yleisesti käytettyjä 
kolonneja ovat huokoinen silika ja käänteisfaasikromatografiassa käytetyt poolittomat 
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kolonnit kuten C18-kolonni. LC/MS-tekniikassa ionisaatiolähteeksi soveltuvat hyvin 
sähkösumutusionisaatio ja normaali-ilmanpaine-kemiallinen-ionisaatio. Sähkösumutus-
ionisaatiossa ionisointi tapahtuu jo liuoksessa, josta varautuneet hiukkaset siirretään 
nestefaasista kaasufaasiin. Massa-analysaattorissa ionit erotellaan toisistaan. Massa-
analysaattoreista ovat yleisimmin käytössä kvadrupoli tai ioniloukku. Ioniloukun etu 
kvadrupolianalysaattoreihin verrattuna on se, että niiden avulla voidaan tehdä tandem-
analyysejä (Lemière 2001). Ioniloukku koostuu kolmesta elektrodista, joista 
keskimmäisestä elektrodista käytetään nimitystä rengaselektrodi ja siihen johdetaan 
vaihtojännite (March 1997). Ioniloukun päiden kaksi elektrodia muodostavat 
päätyelektrodit, ja niihin johdetaan tasajännite. Ionit pääsevät loukkuun toisen 
päätyelektrodin keskellä olevista rei’istä ja niiden mukana loukkuun johdetaan inerttiä 
heliumia, joka vastaanottaa osan ionien energiasta ja pitää ionit loukun keskellä 
keskinäisestä hylkimisestä huolimatta (March 1997).  Ionien keräämisen jälkeen ne 
vapautetaan loukusta muuttamalla pääty- ja rengaselektrodien jännitteitä. Ionit 
vapautuvat massa-varausluku kerrallaan vastakkaisen päätyelektrodin reikien läpi 
detektorille.  
Matriisiavusteinen laserdesorptio/ionisaatio-lentoaika-analysaattori-massaspektrometria 
(MALDI-TOF-MS tai MALDI-MS) perustuu ionien lentoajan mittaamiseen. TOF-
analysaattorilla on korkea erotuskyky ja lähes rajaton massa-alue (Siuzdak 2003). 
Menetelmässä ionit kiihdytetään yhtäaikaisesti homogeenisessa sähkökentässä, missä 
jokainen ioni saa saman kineettisen energian. Tällöin pienet ja suuremman varauksen 
omaavat ionit saavuttavat raskaampia ja pienemmällä varauksella olevia ioneja 
suuremman nopeuden ja saapuvat detektorille nopeammin (Siuzdak 2003). TOF-
analysaattorien yhteydessä käytetään usein pulssitettua ionisaatiolähdettä esimerkiksi 
MALDI. Menetelmän ansiosta myös suurikokoiset hiukkaset saadaan kiihdytettyä 
ehjinä (Lemière 2001).  
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2 Tutkimuksen tavoitteet 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli vertailla Anabaena 90 –syanobakteerikannan proteiinitason 
muutoksia kasvualustan matalassa fosforipitoisuudessa. Proteomin lisäksi oli tarkoitus 
seurata solujen kasvua, alustan todellista fosforipitoisuutta sekä Anabaena 90 –
syanobakteerikannan tuottamien bioaktiivisten yhdisteiden määriä. Tutkimus jatkuu 
myöhemmin transkriptomin tutkimisella SOLiD RNA-sekvensointimenetelmää 
käyttäen.  
 
Tutkimus päätettiin suorittaa, sillä fosforia pidetään typen sidontaan kykenevien 
syanobakteerien pääasiallisena kasvua rajoittavaksi tekijänä makeissa ja murtovesissä. 
Pohjasedimentin tilan ja pistekuormituksen seurauksena tapahtuvia fosforitason 
vaihteluita luonnossa simuloitiin kasvatusalustan erilaisilla fosforipitoisuuksilla. 
Fosforin puutoksesta aiheutuvaa stressiä syanobakteereille on tutkittu aikaisemmin 
vähän, ja ainoastaan yksittäisiä qPCR:n ja entsyymiaktiivisuuksien avulla toteutettuja 
tutkimuksia geenien säätelystä alhaisessa fosforipitoisuudessa on olemassa (esim. 
Harke ym. 2011). Menetelmäksi valittiin 2D-DIGE-menetelmällä suoritettava 
proteomiikka, jonka avulla voitiin vertailla proteiinimäärien ilmentymistä eri 
ajanhetkillä. Syanobakteerin koko proteomia vaihtelevissa fosforioloissa ei ole tutkittu, 
mutta aikaisempien tutkimuksien valossa oletettiin, että alkalifosfataasien ja 
solukalvojen fosforinkuljetusproteiinien määrä lisääntyy alhaisissa fosforipitoisuuksissa. 
Lisäksi oletettiin, että kasvun hidastuessa soluissa havaittaisiin yleisiä stressivasteita. 
Vaikka Anabaena 90 –kannan tuottamien bioaktiivisten yhdisteiden tuotantoa on 
tutkittu aikaisemmin eri fosforioloissa, bioaktiivisten yhdisteiden tuotannon määriä 
haluttiin seurata tässä kasvatuskokeessa. Aikaisemman tutkimuksen valossa oletettiin, 
että bioaktiivisten yhdisteiden määrä suhteessa solumäärään vähenee, kun fosfori alkaa 
rajoittamaan kasvua (Repka ym. 2004).   
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3 Materiaalit ja menetelmät 
 
3.1 Kasvatuskoe 
 
Kasvatuskoe tehtiin 100 rpm ravistelussa, +20 °C:ssa ja 8,4–12,9 μmol/s·m2 
valaistuksessa Climo Shaker –ravistelijassa (Kuhner Shaker ISF1-X, Kuhner AG, Basel, 
Sveitsi). Soluja kasvatettiin kasvatuspulloissa (Tissue culture flask T175, Sarsted) 
typettömillä Z8X-kasvatusalustoilla, joissa oli runsaasti (5,5 mg/l), vähän (0,05 mg/l) 
tai ei ollenkaan fosforia (Liite 1) (Kótai 1972). Fosforittoman alustan valmistamiseen 
käytettiin 2 %:lla (v/v) suolahapolla pestyjä astioita, millä varmistettiin, ettei pulloissa 
ollut esimerkiksi pesuaineista peräisin olevia fosforijäämiä. Solut esikasvatettiin 130 
ml:n erissä solutiheyteen (OD) OD750=0,8 asti (Shimadzu UV 1800 spektrofotometrilla, 
Shimadzu, Kioto, Japani). Esikasvatetut solususpensiot yhdistettiin ja jaettiin siten, että 
jokaiseen kasvatuspulloon tuli 130 ml solususpensiota. Kasvatusalusta vaihdettiin 
laskeuttamalla solut yön yli kasvatuspullojen kulmaan ja siirtämällä ne uusiin pulloihin 
fosforittomalle alustalle siten, että lopputilavuudeksi saatiin 130 ml. Soluja pidettiin 
fosforittomalla alustalla 7 vuorokautta. Solut kerättiin samalla menetelmällä kuin 
aiemmin ja jokaisen pullon solut jaettiin korkeafosforiselle ja matalafosforiselle 
alustalle siten, että lähtötilanteessa OD750 pyrittiin asettamaan mahdollisimman lähelle 
arvoa 0,1. Soluja kasvatettiin alustoilla 3 vuorokautta. Kasvatuskokeessa oli mukana 4 
rinnakkaista näytettä kaikissa olosuhteissa.       
 
3.2 Näytteenotto ja näytteiden säilöntä 
 
Näytteitä kerättiin esikasvatuskokeen aikana kaikista olosuhteista yhdeksänä 
ajanhetkenä.  Varsinaisessa kasvatuskokeessa kaksi viimeistä esikasvatuskokeen 
näytteenottopäivää yhdistettiin, joten näytteitä kerättiin varsinaisessa kasvatuskokeessa 
yhteensä 8 ajanhetkenä (Taulukko 3.1).  OD-, klorofylli a- ja fosforinäytteitä sekä 
bioaktiivisten yhdisteiden analysointiin kerättäviä näytteitä varten solususpensiota 
otettiin kasvatuspullosta aseptisesti 5,0 ml:n näyte, joka jaettiin sopiviin eriin 
(Taulukko 3.1). Fosforinäytteet sentrifugoitiin (Centrifuge 5424, Eppendorf AG, 
Hampuri, Saksa) 10 000 x g, 1 min ja supernatantti pakastettiin -20 °C:een. 
Bioaktiivisten yhdisteiden määritystä varten kerätyt näytteet pakastettiin -20 °C:een. 
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RNA-näytteitä varten solut kerättiin sentrifugoimalla (+4 °C, 6000 x g, 3+2 min), 
supernatantti poistettiin ja solupelletti jäädytettiin välittömästi nestetyppeen. Kaikki 
tässä työssä tehdyt jäähdytetyt sentrifugoinnit tehtiin Eppendorf Centrifuge 5804R -
sentrifuugilla (Eppendorf AG, Hampuri, Saksa). Solut säilöttiin -80 °C pakkaseen. 
Proteiininäytteet sentrifugoitiin +4 °C, 7000 x g, 8 min. Solupelletti sekoitettiin 5 
ml:aan kylmää pesuliuosta (Liite 2) ja sentrifugoitiin uudelleen. Pesu toistettiin 1,5 
ml:lla pesuliuosta ja solut kerättiin sentrifugoimalla (+4 °C, 7000 x g, 5 min). Solut 
jäädytettiin käsittelyn jälkeen nestetyppeen ja pakastettiin -80 °C.  
Taulukko 3.1 Näytteidenottokaavio varsinaisen kasvatuskokeen aikana.  
Näytteenottopäivä 
ja kasvatuskokeen 
kesto (vrk) 
OD-
näyte 
(ml) 
Fosforin-
määritys 
(ml) 
Klorofylli 
a:n määritys 
(ml) 
Bioaktiivisten 
yhdisteiden 
määritys (ml) 
RNA-
näyte 
(ml) 
Proteiini-
näyte (ml) 
Kontrolli (0 vrk) 0,5 1 1 3 x 0,5 15 15 
5h fosforittomalla 
alustalla (1 vrk) 
0,5 1 1 3 x 0,5 15 - 
2 vrk fosforittomalla 
alustalla (3 vrk) 
0,5 1 1 3 x 0,5 - - 
4 vrk fosforittomalla 
alustalla (5 vrk) 
0,5 1 1 3 x 0,5 - - 
6 vrk fosforittomalla 
alustalla (7 vrk) 
0,5 1 1 3 x 0,5 10 15 
0 vrk matalassa ja 
korkeassa 
fosforipitoisuudessa (8 
vrk) 
0,5 1 1 3 x 0,5 - - 
2 vrk matalassa ja 
korkeassa 
fosforipitoisuudessa 
(10 vrk)  
0,5 1 1 3 x 0,5 - - 
4 vrk matalassa ja 
korkeassa 
fosforipitoisuudessa 
(12 vrk) 
0,5 1 1 3 x 0,5 50 50 
 
 
3.3 OD750-mittaukset 
 
OD750-mittaukset suoritettiin Shimadzu UV 1800 spektrofotometrillä (Shimadzu, Kioto, 
Japani). Näytteitä laimennettiin siten, että ne säilyivät spektrofotometrin lineaarisella 
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mittausalueella. Jokaisesta näytteestä tehtiin vähintään kolme rinnakkaista OD-
mittausta ja mittauksista laskettiin OD-arvolle keskiarvo.  
 
3.4 Klorofylli a:n määritys 
 
Näytteistä sentrifugoitiin solut erilleen 4 °C:ssa, 10 000 x g, 10 min. 900 μl 
supernatanttia poistettiin ja solut sekoitettiin jäljellä olevaan nestetilavuuteen. 
Klorofylli a uutettiin metanoliin lisäämällä 900 μl metanolia solususpension päälle ja 
vorteksoimalla sitä kevyesti (Bennet ja Bogorad 1973). Klorofyllin annettiin uuttua 
näytteestä 15 minuuttia, 65 °C lämpöhauteessa. Solujäämät sentrifugoitiin kuten edellä 
on mainittu ja supernatantin absorbanssi aallonpituudella 665 nm mitattiin välittömästi 
spektrofotometrilla (Shimadzu UV 1800, Shimadzu, Kioto, Japani) sekä 
kuoppalevylukijalla (Infinite M200 Pro, Tecan Itävalta GmbH, Grödig, Itävalta) 
(Bennet ja Bogorad 1973).  
 
3.5 Solujen laskenta 
 
Lugolin liuokseen säilötyt solut laskettiin rihmoina Axioskop 2 plus –mikroskoopilla 
(Carl Zeiss Göttingen, Saksa) laskeutuskammiossa. Laskenta-alueen yläreunan ja 
oikean reunan päälle osuneet rihmat laskettiin kun taas alareunan ja vasemman reunan 
päällä olevat rihmat jätettiin laskematta (Kuva 3.1) (Lawton ym. 1999). Kulman kautta 
kulkevista rihmoista laskettiin ne, jotka osuivat oikeaan alakulmaan. Rihmojen 
keskimääräinen solumäärä arvioitiin laskemalla 30 rihman keskiarvo. Jakaantuvista 
soluista laskettiin vain ne, joissa havaittiin selkeä soluseinä kahden solun välissä.  
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Kuva 3.1 Laskeutuskammion 4 x 4 ruudukko. Ruudukon reunat ylittävistä rihmoista 
laskettiin ne, jotka ylittivät yläreunan ja oikean reunan. Vasemman reunan ja alareunan 
ylittävät rihmat jätettiin laskematta (Lawton ym. 1999). 
 
 
3.6 Kasvualustan fosforipitoisuuden määritys 
 
Kasvualustan fosforipitoisuus määritettiin BioAssay Systemsin QuantiChrom™ 
Phosphate Assay –kitillä (Kalifornia, USA). Standardisuora tehtiin kitin mukana 
tulleesta standardiliuoksesta ja sen fosfaattipitoisuudet olivat 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 
mM. Jokaista standardiliuosta ja analysoitavaa näytettä pipetoitiin 50 μl 96-
kuoppalevylle. Kaikista näytteistä mukaan lukien standardisuorasta tehtiin kaksi 
rinnakkaista määritystä. Näytteiden päälle lisättiin 100 μl kitin mukana tullutta 
värireagenssia ja kuoppalevyä ravisteltiin käsin kevyesti. Näytteitä inkuboitiin 30 min 
ja niiden Abs620 mitattiin kuoppalevylukijalla (Infinite M200 Pro, Tecan Itävalta GmbH, 
Grödig, Itävalta). Mikäli näytteiden absorbanssit ylittivät standardisuoran absorbanssit, 
niitä laimennettiin milliQ-vedellä ja määritys toistettiin. Standardisuora piirrettiin 
Microsoft Excel 2010 –ohjelmalla. Standardisuoran kulmakerroin määritettiin kuvaajan 
avulla ja sen perusteella laskettiin näytteiden fosfaattipitoisuudet. Koska jokaisessa 
fosfaattimolekyylissä on yksi fosfori, fosforin ja fosfaatin ainemäärät (n) ja siten myös 
konsentraatiot (c) ovat samat. Fosforin pitoisuus saadaan yhtälöstä: 
 
 m(fosfori) = c(fosfori) * M(fosfori)  
  m = massa    
c = konsentraatio 
M = moolimassa 
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3.7 Bioaktiivisten yhdisteiden nestekromatografia-massaspektrometria (LC/MS) 
 
Bioaktiivisista yhdisteistä analysoitiin mikrokystiinit RR ja LR, anabaenopeptiinit A, B 
ja C sekä anabaenopeptilidi A ja B. Bioaktiivisten yhdisteiden analysoittiin käytettiin 
tässä työssä yksi jokaisesta kolmesta teknisestä rinnakkaisesta näytteestä (Taulukko 3.1) 
Näytteet (0,5 ml) kylmäkuivattiin ja uutettiin kierrekorkillisissa putkissa 1 ml:aan 70 % 
metanolia +80 °C:ssa, 60 minuutin ajan (McElhiney ja Lawton 2005, Metcalf ja Codd 
2006). Uuttamisen jälkeen solujäämät sentrifugoitiin pohjaan 20 000 x g, 5 minuuttia. 
100 μl näytettä siirrettiin lasiampulliin. 
 
Työssä käytettiin Agilentin 1100 Series LC/MSD -nestekromatografia-
massaspektrometrilaitetta (LC/MS) (Palo Alto, CA, USA). Bioaktiivisten aineiden 
erottelu tehtiin käänteisfaasikromatografialla ja detektointi massaspektrometrillä. 
Laitteiston ionisointimenetelmänä oli sähkösumutusionisointi ja massa-analysaattorina 
käytettiin ioniloukkua. Detektorina laitteistossa oli elektronimonistindetektori. 
Analyysilaitteisto ja siihen liittyvät parametrit on esitetty Taulukossa 3.2. 
Taulukko 3.2 Analyysilaitteisto ja siihen liittyviä parametreja 
Analyysilaitteisto Agilent 1100 Series LC/MSD Trap system 
Esikolonni Phenomenex, C18, 4mm L x 3,00 mm id 
Kolonni Phenomenex, Luna C18(2), 150 x 2,00 
mm id, partikkelikoko 5 μm 
Sammutus- ja kuivauskaasu Agilentin typpigeneraattorin tuottama 
typpikaasu (>99 %) 
Sumutuskaasun paine 30 psi (207 kPa) 
Kuivauskaasun virtausnopeus  8 l/min 
Kuivauslämpötila 350 °C 
 
Kolonni tasapainotettiin ennen ajoa huuhtelemalla sitä eluentilla A (Taulukko 3.3) niin 
pitkään, että havaittu vaihtelu tasaantui. Analyysin aikana eluentin B määrää nostettiin 
20 %:sta 70 %:iin ja eluentin A pitoisuutta laskettiin 80 %:sta 30 %:iin. Liuosten 
suhteiden muutos tapahtui tasaisena gradienttina 37 minuutin aikana. Analyysin jälkeen 
kolonni pestiin ennen uuden näytteen syöttöä 100 %:lla eluentti B:llä. Ajoja suoritettiin 
kaksi, joista ensimmäisessä kaikki näytteet ajettiin laimennoksella 1:1 ja 
jälkimmäisessä näytteitä laimennettiin siten, että niiden pitoisuudet oletettiin osuvan 
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mikrokystiini LR:stä ja RR:stä tehtyjen standardisuorien alueelle. Analyysiolosuhteet 
on esitetty tarkemmin taulukossa 3.3. 
Taulukko 3.3 LC/MS:ssä käytetyt analyysiolosuhteet 
Injektoitu tilavuus 10 μl 
Injektorin lämpötila 10 °C 
Eluentti A 0,1 % HCOOH (aq) 
Eluentti B 0,1 % HCOOH + isopropanoli 
Muurahaishappo, 49-51 % HPLC-laatu 
Isopropanoli, HPLC-laatu, Sigma-Aldrich 
MilliQ-vesi, Millipore 
Analysointi  
 
Kolonnin pesu 
0 min 20 % B + 80% A 
37 min 70 % B + 30 % B 
37,01 min 100% B 
47 min 100 % B 
Virtausnopeus 0,15 ml/min 
Kolonnin lämpötila 40 °C 
Ionisoinnin polariteetti Positiivinen 
Kapillaarin jännite 3270 V 
Kapillaarin ulostulopään jännite 152,4 V 
Erotuslevyn jännite 40,0 V 
Loukkuohjaimen arvo 106,1 
Pyyhkäisyalue 50–1200 m/z 
Pyyhkäisynopeus 26,0 m/z s
-1 
Fragmentaatioamplitudi (MS2) 0,50 V 
Eristysalue (MS2) ±2 m/z 
 
 
3.7.1 Mikrokystiinien kvantitatiivinen määrittäminen 
 
Mikrokystiini LR:stä valmistettiin kantaliuos liuottamalla 4,96 μg mikrokystiini LR:ää 
495 μl:aan 70 % metanolia (10,02 μg/ml) ja mikrokystiini RR:stä liuottamalla 11,55 μg 
mikrokystiini RR:ää 1150 μl:aan 70 % metanolia (10,04 μg/ml). Molempia 
mikrokystiinejä siirrettiin 500 μl lasiampulliin ja standardista tehtiin laimennussarja 
1:2–1:10000. Laimennussarja ajettiin yhdessä varsinaisten näytteiden kanssa LC/MS:lla.  
Mikrokystiinien pitoisuudet määritettiin LC/MSD Trap Software 5.2 Data Analysis –
ohjelmalla molekyyli-ionikromatogrammeista (EIC) löydettyjen piikkien pinta-alojen 
perusteella. Mikrokystiini RR:ksi määritettiin ionit, joiden m/z oli 1036,5 ja D-Asp
3
-
mikrokystiini RR:ksi ionit, joiden m/z oli 1022,5. Mikrokystiini LR:ksi tunnistettiin 
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ionit, joiden m/z oli 993,5 ja D-Asp
3
-mikrokystiini LR:ksi ionit, joiden m/z oli 997,5. 
Standardinäytteistä piirrettiin standardisuora, jonka avulla määritettiin mikrokystiinien 
pitoisuudet. Pitoisuudet suhteutettiin klorofylli a:n määriin. 
 
3.7.2 Anabaenopeptiinien ja anabaenopeptilidien suhteellinen määritys 
 
Anabaenopeptiineistä ja anabaenopeptilideistä ei ollut saatavilla standardeja, joten 
yhdisteiden määrä ilmoitettiin molekyyli-ionikromatogrammien piikkien pinta-aloina. 
Anabaenopeptiini A tunnistettiin m/z-arvolla 842,9 ja retentioajalla 16,4 minuuttia, 
anabaenopeptiini B m/z-arvolla ja 835,7 retentioajalla 6,4 minuuttia sekä 
anabaenopeptiini C m/z-arvolla 807,7 ja retentioajalla 6,1. Anabaenopeptilidi 90 A 
määritettiin m/z arvolla 951,5 ja retentioajalla 11,5 sekä anabaenopeptilidi 90 B m/z-
arvolla 971,5 ja retentioajalla 10,7. Pitoisuudet suhteutettiin mitattuihin klorofylli a:n 
määriin. 
 
3.7.3 Bioaktiivisten yhdisteiden tilastollinen analysointi 
 
Jokaisen bioaktiivisen yhdisteen määrän vaihteluita analysoitiin tilastollisesti 
näytepisteistä 8 vrk, 10 vrk ja 12 vrk. Tilastollinen analyysi suoritettiin IBM SPSS 
Statistics 20 –ohjelmalla yksisuuntaisella toistettujen mittausten varianssianalyysillä. 
Varianssianalyysi valittiin tilastolliseksi menetelmäksi, sillä se tutkii ryhmien välisiä 
tilastollisia eroavaisuuksia selittävän muuttujan suhteen (Metsämuuronen 2006). 
Nollahypoteesina varianssianalyysissä käytetään oletusta, että tutkittavien tutkittavalla 
satunnaismuuttujalla on sama odotusarvo jokaisessa ryhmässä. Nollahypoteesi 
kumotaan, mikäli p-arvo on valittua raja-arvoa pienempi. Tässä työssä p-arvon raja-
arvona käytettiin lukua p < 0,05. 
 
3.8 Proteomiikassa käytetyt menetelmät  
 
Tässä työssä proteomiikassa käytettiin vertailevaa kahdensuuntaista 
geelielektroforeesia. Ajon ensimmäinen suunta tehtiin liikkumattomilla pH-gradientti-
liuskoilla (IPG-liuskat) ja toinen dimensio ajettiin natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielektroforeesigeelille (SDS-PAGE). Ennen näytteiden lataamista 
IPG-liuskoille näytteet leimattiin fluoresoivilla DIGE-väreillä. DIGE-värien emittoimat 
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fluoresenssit tallennettiin laserskannerilla. Leimattujen proteiininäytteiden fluoresenssit 
muutettiin digitaaliseen muotoon skannerin toimintojen ja skannerin kanssa 
yhteensopivan ohjelmiston avulla. Digitaaliseen muotoon tallennetut kuvatiedostot 
analysoitiin värien kanssa yhteensopivalla ohjelmistolla, joka analysoi skannatut 
geelikuvat ja mahdollisti geelien tilastollisen analyysin. Tilastollisen analyysin jälkeen 
kiinnostavat proteiinitäplät poimittiin hopeavärjätyiltä geeleiltä ja tunnistettiin 
proteiinien sormenjälkitunnistusmenetelmän avulla käyttäen LC/MS-
massaspektrometriaa. Proteiininäytteitä käsiteltiin ja säilöttiin mahdollisuuksien 
mukaan jäillä ja pimeässä. Tällä pyrittiin estämään proteiinien denaturoituminen, 
hajoaminen ja kemiallinen muuttuminen.  
 
3.8.1 Proteiinien eristys ja proteiinikonsentraation määritys 
 
Jäillä sulatettujen solujen päälle pipetoitiin 1500 μl hajotuspuskuria (Liite 2). 
Hajotuspuskuriin sekoitettu solunäyte jaettiin kahteen kierrekorkilliseen putkeen, jossa 
oli lasihelmisekoitusta (Cell Disruption Media 0,5mm Glass Bead) noin 1 cm putken 
pohjalta mitattuna. Solut hajotettiin FastPrep-laitteella (FastPrep
®
-24, M.P. 
Biomedicals, Kalifornia, USA) nopeudella 5 m/s, 30 s, jonka jälkeen solujäämät ja 
lasihelmet sentrifugoitiin (+2 °C, 18000 x g, 30 min) putken pohjalle. Supernatantti 
siirrettiin puhtaaseen putkeen proteiinisaostusta varten.  
 
Proteiinit puhdistettiin TCA-asetonisaostuksella, joka on yleisesti 2D-DIGE:ssä 
käytetty menetelmä (GE Healthcare 2005). Näytteeseen lisättiin näytteen määrää 
vastaava tilavuus kylmää 10 % trikloorietikkahappoa (v/v) (TCA), 20 mM ditiotreitolia 
(DTT) asetonissa –liuosta. Näytettä saostettiin 1 tunti -20 °C ja saostuneet proteiinit 
pelletoitiin sentrifugoimalla (+4 °C, 20 000 x g, 30 min). Pelletti pestiin kaksi kertaa 
kylmällä asetonilla, jossa oli 20 mM DTT:tä. Asetoni poistettiin sentrifugoimalla 
(+4 °C, 20 000 x g, 5 min) ja pelletti ilmakuivattiin 15 min lopun asetonin 
haihduttamiseksi. Pelletti liuotettiin yön aikana hajotuspuskuriin, minkä jälkeen solujen 
hajotusvaiheessa kahtia jaetut näytteet yhdistettiin yhdeksi näytteeksi.    
Proteiinikonsentraatio määritettiin 2-D Quant kitillä (Ge Healthcare, Uppsala, Sweden). 
Konsentraatiot määritettiin standardisuoralta, joka tehtiin kitin mukana tulleella BSA-
liuoksella. Standardisuoran proteiinimäärinä käytettiin kitin ohjeen mukaan 0–50 μg ja 
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niitä tehtiin kaksi rinnakkaista. Proteiinikonsentraatiot määritettiin 2 μl:n ja 6 μl:n 
näytetilavuuksista. Sekä standardisuoran että näytteiden proteiinit saostettiin 
epäpuhtauksien poistamiseksi valmistajan ohjeen mukaan kitin mukana tulleella 
saostusreagenssilla. Saostetut proteiinit liotettiin kupariliuokseen, jolloin kupari-ionit 
sitoutuivat proteiineihin ja vapaaksi jääneet ionit muodostivat värireaktion kitin mukana 
tulleen värireagenssin kanssa (Amersham 2002). Värireaktion voimakkuus määritettiin 
mittaamalla näytteiden absorbanssit aallonpituudella 480 nm (Infinite 200 Pro, Tecan 
Ltd., Männedorf, Sveitsi). Standardinäytteiden absorbansseista piirrettiin standardisuora 
Microsoft Excel 2010 –ohjelmalla ja sen avulla määritettiin näytteiden 
proteiininkonsentraatiot. 
 
3.8.2 DIGE-värien käsittely ja proteiininäytteiden leimaus 
 
Tässä työssä DIGE-väreinä käytettiin GE Healthcaren minimaalista värisarjaa, joka 
sisälsi kolme eri väriä: keltaisen Cy2, punaisen Cy3 ja sinisen Cy5 (CyDye™ DIGE 
Fluor dye, GE Healthcare, UK). DIGE-värit liuotettiin valmistajan ohjeen mukaan 
dimetyyliformamidiin (DMF) 1000 pmol/μl kantaliuoksiksi (GE Healthcare). 
Kantaliuokset säilöttiin -20 °C:ssa ja ne laimennettiin juuri ennen käyttöä DMF:lla 
pitoisuuteen 400 pmol/μl.  
 
Proteiininäytteiden oikea pH oli edellytys värjäyksen onnistumiselle, sillä liian 
matalassa pH:ssa näytteet värjäytyvät huonosti ja liian korkeassa pH:ssa näytteet 
saattavat ylivärjäytyä. Proteiininäytteiden pH määritettiin pH-paperilla (pH-fix 7,0–
14,0, Fisherbrand) juuri ennen näytteiden leimausta. Näytteiden pH:t säädettiin 100 
mM HCl:llä tai 100mM NaOH:lla mahdollisimman tarkasti 8,5:een.  
Leimausta varten jokaista proteiininäytettä siirrettiin 50 μg puhtaisiin putkiin. Lisäksi 
jokaista näytettä siirrettiin 25 μg yhteen putkeen sisäistä standardia varten. Jokaiseen 
putkeen pipetoitiin 1 μl DIGE-väriä 50 μg:aa proteiinia kohti leimauskaavion 
mukaisesti (Taulukko 3.4). DIGE-värin lisäyksen jälkeen näytteet sekoitettiin 
välittömästi vortex-sekoittimella (VortexGenie 2, Scientific Industries, New York, USA) 
ja sentrifugoitiin nopeasti putken pohjalle. Näytteitä inkuboitiin 30 minuuttia jäillä. 
Leimautuminen pysäytettiin 1 μl:lla 1 M L-lysiiniä inkuboimalla näytettä lysiinin 
kanssa vielä 10 minuuttia jäillä.  
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Leimauksen jälkeen samalle geelille ajettavat näytteet sekä sisäinen standardi siirrettiin 
samaan putkeen (Taulukko 3.4). Leimauskaavio suunniteltiin siten, että rinnakkaiset 
näytteet värjättiin eri väreillä ja että rinnakkaiset näytteet ajettiin eri geeleille. Tällä 
pyrittiin minimoimaan väreistä ja ajokerroista aiheutuvaa vaihtelua, joka tunnistettiin 
kuvia analysoitaessa. Jokaiseen näyteputkeen lisättiin näytteen kanssa yhtä suuri 
tilavuus DIGE 2 x lyysauspuskuria (Liite 2). Lopuksi näytteet laimennettiin vielä 130 
μl:ksi 1 x lyysauspuskurilla. 1 x lyysauspuskuri valmistettiin 2 x lyysauspuskurista 
laimentamalla sitä milliQ-vedellä suhteessa 1:2.  
Taulukko 3.4 Proteiininäytteiden leimauskaavio. Numerot 1–4 edustavat neljää 
biologista rinnakkaista näytettä.  
Geeli Cy2 Cy3 Cy5 
G1 Standardi Kontrolli 1 Fosforiton alusta 1 
G2 Standardi Fosforiton alusta 2 Korkea fosfori 1 
G3 Standardi Korkea fosfori 2 Matala fosfori 1 
G4 Standardi Matala fosfori 2 Kontrolli 2 
G5 Standardi Kontrolli 3 Korkea fosfori 3 
G6 Standardi Fosforiton alusta 3 Matala fosfori 3 
G7 Standardi Korkea fosfori 4 Kontrolli 4 
G8 Standardi Matala fosfori 5  Fosforiton alusta 4 
 
 
3.8.3 Isoelektrinen fokusointi (IEF) 
 
Kuivia IPG-liuskoja, 24 cm, pH 3-7, (Immobiline™ drystrips GE Healhcare, Uppsala, 
Ruotsi) kosteutettiin 450 μl:lla kostutusliuosta (Liite 2) vähintään 24 tunnin ajan. IEF-
laitteisto koottiin valmistajan ohjeen mukaan. Kostutetut IPG-liuskat nostettiin 
ajokehikon päälle geelipuoli ylöspäin. Liuskojen anodi-päähän asetettiin kupit, joihin 
proteiininäytteet siirrettiin. Lisäksi liuskojen molempiin päihin laitettiin kostutetut 
vanulaput (GE Healthcare, PaperWicks, USA) ja niiden päälle edelleen elektrodit. 
Lopuksi liuskojen ja kuppien päälle kaadettiin mineraaliöljyä (Immobiline DryStrip 
Cover Fluid, PlusOne, Amersham Biosciences, Uppsala, Ruotsi), jonka tarkoitus oli 
estää liuskoja kuivumasta ajon aikana.  IEF ajettiin 16 tuntia kestävällä ohjelmalla Ettan 
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IPGphor 3 –laitteella (GeHealthcare, UK) (Taulukko 3.5). Rajoittavana tekijänä 
käytettiin virtaa 50 μA/IPG-liuska. IEF-ajo tehtiin yön aikana.  
 
Taulukko 3.5 IEF-ajoihin käytetyn ohjelman jännitteet ja ajoajat. 
Vaihe Jännite (V) Aika (h) 
1 300 3 
2 1000 6 
3 8000 7 
  
Ajon jälkeen liuskat pakastettiin -20 °C:ssa päivän ajaksi. Juuri ennen SDS-PAGE-ajoa 
IPG-liuskat uudelleenfokusoitiin Ettan IPGphor 3 -laitteella 10 000 V, 10 minuuttia 
sekä tasapainotettiin 15 min tasapainopuskurilla 1 (Liite 2) ja 15 min 
tasapainopuskurilla 2 (Liite 2). Tasapainotus tehtiin 30 rpm keinuttelijassa (IKA
®
 KS 
260 Basic, Staufen, Saksa).  
 
3.9.3 Geelien valmistus ja geelielektroforeesi 
 
Proteiinit ajettiin IPG-liuskoilta 12 %:lle SDS-PAGE-geeleille (Liite 2). Geelien 
valamiseen käytettiin Ettan™DALTsix Gel Caster –geelinvalulaitetta (GeHealthcare, 
UK) ja fluoresoimattomia laseja. Geelien paksuudeksi valittiin 1,0 mm. Valu 
suoritettiin edellisenä päivänä kaatamalla liukoinen geeli lasilevyjen väliin. Geelien 
tasainen pinta ja jähmettymiseen tarvittavat hapettomat olot varmistettiin valuttamalla 
välittömästi valun jälkeen geelien pinnalle 30 % (v/v) 2-propanolia. Geelien annettiin 
jähmettyä yön yli parafilmillä peitettynä.  
 
IPG-liuskat siirrettiin geelien yläreunaan lasilevyjen väliin ja kiinnitettiin siihen 2 
ml:lla sulaa low-melt agaroosia (Liite 2). SDS-PAGE ajettiin Ettan™DALTsix modular 
system –ajolaitteessa (GeHealthcare, UK). Alapuskurina käytettiin 1 x Tris-Glysiini-
SDS-puskuria (TGS-puskuri) ja yläpuskurina 2 x TGS-puskuria (10 x TGS-Buffer, Bio-
Rad, USA). 10 x TGS-puskuri laimennettiin milliQ-vedellä. Geelejä ajettiin asetuksilla 
1,5 W, 25 mA/geeli 15 h 50 min. Laitteistoon säädettiin +25 °C vesikierto, joka oli 
päällä koko ajon ajan. 
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3.8.4 Geelien kuvaus, värjäys ja analysointi DeCyder-ohjelmalla 
 
Geelit kuvattiin Typhoon Trio -skannerilla (GeHealthcare, Uppsala, Sweden) 
emissiosuodattimilla (band pass filter) 520 nm (Cy2), 580 nm (Cy3) ja 670 nm (Cy5). 
Skanneri oli yhdistetty Typhoon scanner –ohjelmistoon. Geeleistä tehtiin useita 
esiskannauksia, joiden perusteella skannerin käyttämät PMT-arvot (photomultiplier 
tube –arvot) säädettiin siten, että yhden geelin korkeimmat havaitut signaalit asettuivat 
15 %:in päähän toisistaan. PMT-arvojen avulla emittoitunut valo muutetaan 
elektroniseksi sähkövirraksi, joka käännetään edelleen digitaaliseksi signaaliksi.  Ennen 
varsinaista skannausta tarkistettiin vielä, ettei minkään värin emissiosignaali ollut 
saturoitunut. Geelit värjättiin hopeavärjäyksellä (Blum ym. 1987) ja kuivattiin 
huokoisten sellofaanien väliin (Porous Cellophane, Hoefner
®
, San Fransisco, USA) 
kuivauskehikoissa (Easy Breeze Drying Frame, Hoefner
®
, San Fransisco, USA). 
Geelien annettiin kuivua vähintään vuorokausi huoneenlämmössä.  
 
Geelikuvat siirrettiin DeCyder™ 2D 7.0 –ohjelmaan, jonka avulla ne rajattiin 
mahdollisimman saman kokoisiksi. Master-geeliksi, eli geeliksi johon muita geelikuvia 
verrataan, valittiin sellainen geeli, jonka ohjelman Batch Processor –toiminnon avulla 
rinnakkaisista geeleistä etsittiin proteiinitäplät ja täplät kohdennettiin eri geelien välillä 
käyttämällä Auto level 1:sen proteiinitäpliä maamerkkeinä. Auto level 1:sen 
proteiinitäplien kohdentamista jatkettiin edelleen käsin Biologial Variation Analysis 
(BVA) –toiminnon avulla. Kohdentamista jatkettiin koko analyysin ajan, mikäli siinä 
havaittiin virheitä. Tilastollinen analyysi tehtiin BVA-toiminnolla yksisuuntaisella 
varianssianalyysillä (ANOVA). Analyysin avulla pyrittiin löytämään tilastolliset 
eroavaisuudet ohjelman tunnistamien proteiinien kolmiulotteisten profiilien välillä.  
3.8.5 Proteiinitäplien poiminta geeliltä ja proteiinien tunnistus 
 
Poimittaviksi proteiineiksi valittiin sellaiset proteiinitäplät, joiden p-arvot olivat 
mahdollisimman alhaiset ja jotka erottuivat geeliltä niin selkeästi, että poiminta oli 
mahdollista. Jokainen proteiininäyte käsiteltiin geelin sisäisesti trypsiinillä, joka 
katkaisi peptidisidokset lysiinin ja arginiinin karboksyylipuolelta (Shevchenko ym. 
2006). Ennen käsittelyä proteiinitäplät leikattiin geelistä kirurginveitsellä ja geelipalat 
kosteutettiin 100 μl:lla 100 mM NH4HCO3-liuosta. Geeleistä irrotettiin sellofaanit ja 
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geelipaloja pestiin 2 x 5 minuuttia 100 mM NH4HCO3-liuoksella. Geelipalat siirrettiin 
puhtaisiin putkiin ja pilkottiin noin 1x1 mm:n paloiksi. Geelipaloja huuhdeltiin 200 
μl:lla asetonitriiliä (C2H3N), minkä jälkeen NH4HCO3-pesu ja asetonitriilikäsittely 
toistettiin. Lopuksi geelipalat kuivattiin vakuumikuivaimessa noin 5 minuutin ajan.  
 
Ennen trypsiinipilkontaa geelipalat kyllästettiin trypsiinillä (Promega V5111, Sequence 
grade modified) (Shevchenko ym. 2006). Jokaisen näytteen päälle lisättiin 10 μl 0,03 
μg/μl trypsiiniä ja proteiinien annettiin seisoa jäillä 20 minuuttia. Mikäli nestettä ei 
näkynyt 20 minuutin kuluttua, putkeen lisättiin vielä 5 μl trypsiiniä ja käsittelyä 
jatkettiin siten, että kokonaisajaksi tuli 60 minuuttia. Kyllästyksen jälkeen näytteisiin 
lisättiin yhtä suuri tilavuus 50 mM NH4HCO3:ia, 10 % (v/v) asetonitriili-liuosta ja 
entsymaattisen peptidien pilkonnan annettiin tapahtua 18 tuntia +37 °C -
lämpöhuoneessa.  
 
Trypsiinikäsittelyn jälkeen pilkkoutuneet peptidit eristettiin geelipaloista lisäämällä 
näyteputkiin trypsiinin kanssa yhtä suuri tilavuus asetonitriiliä. Lisäyksen jälkeen 
näytteet vortexoitiin ja niitä inkuboitiin 15 minuuttia +37 °C ravistelijassa. 
Supernatantti otettiin talteen puhtaaseen putkeen ja käsittely toistettiin 150 μl:lla 50% 
asetonitriili, 5 % HCOOH –liuoksella (v/v). Supernatantit yhdistettiin ja kuivattiin 
vakuumikuivaimessa. Kuivatut ja pilkotut proteiininäytteet pakastettiin -20 °C 
massaspektrometrianalyysiä varten.  
 
Proteiininäytteiden massaspektrometriajot sekä trypsinoitujen proteiininäytteiden 
sormenjälkitunnistus tehtiin ostopalveluna Turun yliopiston Biotekniikan keskuksessa. 
Trypsinoitujen peptidien LC/MS-ajot tehtiin QSTAR Elite massaspektrometrillä 
(Applied biosystems). Laitteessa käytettiin ionisaatiolähteenä nanoelektronisuihkua 
(MDS Protana, Odense, Denmark) ja laite oli yhdistetty nano-HPLC-systeemiin. 
Esikolonni ja käänteisfaasikromatografian kolonni koostui Magic C18 AQ 200-Å –
hartsia (Michrom Bioresources, Auburn, Kanada). Proteiininäytteiden tunnistus 
suoritettiin Biotekniikan keskuksen Mascot-ohjelmalla, joka perustuu MOWSE-arvojen 
(Molecular weight score) algoritmiin. Tunnistuksessa tietokantana käytettiin räätälöityä 
Anabaena 90 –syanobakteerikannan annotoitua genomisekvenssiä. Tunnistuksessa 
hyödynnettiin lisäksi proteiinien isoelektrisiä pisteitä (pI) ja molekyylipainoja. 
Proteiinien isoelektriset pisteet arvioitiin Calculation of protein isoelectric point –
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ohjelmalla (http://isoelectric.ovh.org/). Proteiinien homologien etsimisessä 
aminohappo-sekvenssien linjaukset tehtiin BLAST-ohjelmalla (National Center of 
Biotechnology Information). Proteiinien metaboliareittejä selvitettiin KEGG –Kyoto 
encyclopedia of Genes and Genomes -tietokannan avulla (http://www.genome.jp/kegg/).   
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4 Tulokset  
 
4.1 Esikasvatuskoe 
 
Esikasvatuskokeen (Kuva 4.1) tarkoitus oli antaa kuva siitä, miten syanobakteerit 
kasvavat koejärjestelyn kasvatusoloissa ja näiden tietojen perusteella valita sopivat 
näytteenottopäivät varsinaiseen kasvatuskokeeseen. Kasvatuskokeen toinen tarkoitus 
oli kerätä näytteitä ja kokeilla valittujen menetelmien toimivuutta. Ennen 
esikasvatuskoetta tehdyistä kasvatuksista havaittiin, ettei optisen tiheyden mittaaminen 
ollut keskihajontojen perusteella arvioituna riittävän tarkka menetelmä kasvun 
seuraamiseen, joten kasvua ryhdyttiin seuraamaan klorofylli a –mittauksilla. Kasvun 
seuraamiseen kokeiltiin myös solujen laskentaa. Solujen laskenta osoittautui kuitenkin 
mahdottomaksi, sillä solujen säilöntä Lugolin liuokseen ei onnistunut eikä solujen 
laskeminen saman tien muiden päällekkäisten työvaiheiden vuoksi ollut mahdollista 
(Kuva 4.2).  
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Kuva 4.1 a–b Esikasvatuskokeen kasvun seuranta OD750 ja klorofylli a –mittauksilla. 
Kuvassa on OD750-mittausten keskiarvot ja keskihajonnat (n=4) (a) sekä klorofylli a:n 
keskiarvot ja keskihajonnat (n=4) (b). Punainen käyrä edustaa korkeaa fosforia (5,5 
mg/l) ja sininen matalaa fosforia (0,05mg/l).  
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Kuva 4.2 Mikroskooppikuva Lugolin-liuokseen säilötystä Anabaena 90 –
syanobakteerista. Solujen säilöminen Lugolin liuokseen ei onnistunut, vaan solut 
hajosivat ennen laskemista. Kuvassa ehjiä ja hajonneita Anabaena 90 –
syanobakteerisoluja ja solurihmoja Axioskop 2 plus –mikroskooppiin liitetyllä Axion 
Cam HRc –kameralla kuvattuna.  
 
 
4.2 Varsinainen kasvatuskoe   
 
Esikasvatuskokeen perusteella lopullisiksi näytepäiviksi valittiin Taulukon 2.1 
mukaiset päivät. Viimeisestä näytepisteestä (12 vrk) päätettiin kerätä sekä proteiini- että 
RNA- näytteet. Tähän päädyttiin, sillä OD- ja klorofylli a –mittausten absorbanssit 
laskivat huomattavasti esikasvatuskokeessa ison näytemäärän poistamisen jälkeen. 
Absorbanssien laskeminen oletettiin johtuvan solujen autolyysistä, joka puolestaan 
arvioitiin näkyvän virheellisesti proteomianalyyseissä.  
 
Solut kasvoivat fosforittomalla alustalla sekä esikasvatuskokeessa että varsinaisessa 
kasvatuskokeessa (1-7 vrk) (Kuva 4.1 ja 4.3). Solujen siirron jälkeen kasvu matalassa ja 
korkeassa fosforipitoisuudessa (8-12 vrk) oli hyvin samankaltaista, eikä eroa 
olosuhteiden välille ehtinyt muodostua (Kuva 4.3).  
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Kuva 4.3 a–b Varsinaisen kasvatuskokeen kasvun seuranta OD750 ja klorofylli a –
mittauksilla. OD750-mittausten keskiarvot ja keskihajonnat (n=4) (a) sekä klorofylli a:n 
keskiarvot ja keskihajonnat (n=4) (b). Kasvukäyrien erottuminen matalassa 
fosforikonsentraatiossa ei ole havaittavissa. Sininen väri edustaa vuorokausina 8-12 
matalaa fosforikonstentraatiota (0,05 mg/l) ja punainen korkeaa fosforikonsentraatiota 
(5,5 mg/l).  
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4.3 Fosforipitoisuus 
 
Varsinaisen kasvatuskokeen soluttomasta kasvatusliuoksesta määritettiin 
fosforipitoisuudet (Kuva 4.4). Näytteiden fosforipitoisuudet alkupisteessä olivat 
keskimäärin 2,49 mg/l. Fosforittomalla alustalla näytteiden fosforipitoisuudet 
vaihtelivat välillä 0,028–0,16 mg/l. Fosforittomalla alustalla korkein pitoisuus oli 
välittömästi solujen siirron jälkeen, mikä kertoo siitä, että solujen mukana siirtyi jonkin 
verran korkeafosforista alustaa. Korkeafosforisen alustan fosforipitoisuus laski hieman 
vuorokausina 8–12. Matalassa fosforipitoisuudessa fosforin määrä pysyi lähes 
muuttumattomana fosforittomaan alustaan verrattuna.  
 
Kuva 4.4 Alustan fosforipitoisuuksien keskiarvot ja keskihajonnat varsinaisen 
kasvatuskokeen aikana (n=4). Punainen käyrä edustaa korkeaa (5,5 mg/l) ja sininen 
käyrä matalaa (0,05 mg/l) fosforipitoisuutta.   
 
 
4.4 Bioaktiiviset yhdisteet 
 
Bioaktiivisten yhdisteiden määrät selvitettiin varsinaisen kasvatuskokeen neljästä 
biologisesta rinnakkaisesta näytteestä kahdeksana näytteenottopäivänä. Bioaktiivisten 
yhdisteiden määrät suhteutettiin klorofylli a:n absorbansseihin. Mikrokystiini LR:n ja 
RR:n määrät laskettiin standardisuorien avulla ja ne on esitetty kuvassa 4.5. 
Mikrokystiini LR:n pitoisuudet vaihtelivat välillä 990–1770  ng/ml ja mikrokystiini 
RR:n pitoisuudet välillä 680–1060 ng/ml. Mikrokystiini LR:n keskihajonnat olivat 
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välillä 32–348 ng/ml ja mikrokystiin RR:n keskihajonnat olivat välillä 41–233 ng/ml. 
Mikrokystiinien määrät vähenivät matalassa fosforipitoisuudessa verrattuna korkeaan 
fosforipitoisuuteen.   
 
Kuva 4.5 a–b Mikrokystiinien pitoisuuksien (ng/ml/Abs665) keskiarvot sekä 
keskihajonnat kasvatuskokeen aikana (n=4). Vihreän pystyviivan jälkeen kanta 
siirrettiin fosforittomalle alustalle ja sinisen pystyviivan jälkeen alustalle, jossa oli kaksi 
eri fosforipitoisuutta.   
 
Anabaenopeptilidien ja anabaenopeptiinien ionikromatogrammien pinta-alat 
suhteutettiin klorofylli a:n absorbansseihin ja bioaktiivisten yhdisteiden suhteelliset 
määrät on esitetty kuvassa 4.6 a-e. Kuvaajista havaitaan, että anabaenopeptilidien 
määrä kasvoi matalassa fosforipitoisuudessa mutta selkeää trendiä kyseisen 
bioaktiivisen yhdisteen pitoisuuksien eroille matalassa ja korkeassa fosforipitoisuudessa 
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ei ole havaittavissa. Anabaenopeptiinien 90 A, B ja C pitoisuuksissa puolestaan on 
havaittavissa kyseisen yhdisteen tuotannon vähenemistä fosforittomalla kasvualustalla. 
Lisäksi on havaittavissa, että anabaenopeptiinien tuotanto oli runsaampaa korkeassa 
fosforipitoisuudessa verrattuna matalaan fosforipitoisuuteen.   
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Kuva 4.6 a–e Anabaenopeptilidien ja anabaenopeptiinien keskiarvot sekä keskihajonnat 
klorofylli a:n pitoisuuteen suhteutettuna kasvatuskokeen aikana (n=4). Vuorokausina 8-
10 punaiset pylväät edustavat pitoisuuksia, jotka on mitattu korkeafosforiselta alustalta 
ja siniset pitoisuuksia, jotka on mitattu matalalta fosforialustalta.  Vihreän pystyviivan 
jälkeen kanta siirrettiin fosforittomalle alustalle ja sinisen pystyviivan jälkeen alustalle, 
jossa oli kaksi eri fosforipitoisuutta.   
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Työn tarkoituksena oli selvittää Anabaena 90 –syanobakteerikannan bioaktiivisten 
yhdisteiden tuotantoa matalassa ja korkeassa fosforipitoisuudessa, joten tilastollinen 
analyysi tehtiin ainoastaan näytteenottopisteistä 8, 10 ja 12 vuorokautta. Tilastollisessa 
analyysissä selvitettiin, eroavatko matalassa ja korkeassa fosforipitoisuudessa 
kasvaneiden kantojen bioaktiivisten yhdisteiden pitoisuuksien määrä ajan suhteen ja 
analyysi tehtiin yhdensuuntaisella toistettujen mittausten varianssianalyysillä. 
Analyysin avulla saadut tilastolliset p-arvot on esitetty taulukossa 4.1. Yhdensuuntainen 
toistettujen mittausten varianssianalyysi ei antanut merkitseviä p-arvoja, joten voidaan 
todeta, ettei bioaktiivisten yhdisteiden tuotannossa ole eroja matalassa ja korkeassa 
fosforipitoisuudessa.  
Taulukko 4.1 Toistettujen mittausten yhdensuuntaisella varianssianalyysillä saadut p-
arvot. Tilastollinen analyysi tehtiin näytepisteistä 8, 10 ja 12 vuorokautta ja 
merkitseväksi p-arvoksi valittiin p < 0,05.  
Bioaktiivinen yhdiste p-arvo 
Mikrokystiini LR 0.983 
Mikrokystiini RR 0.951 
Anabaenopeptilidi 90A 0.391 
Anabaenopeptilidi 90B 0.229 
Anabaenopeptiini 90A 0.787 
Anabaenopeptiini 90B 0.989 
Anabaenopeptiini 90C 0.505 
 
 
4.5 Proteomiikka 
 
Ajetuista kahdeksasta geelistä hylättiin geelit 6 ja 7, sillä IEF-ajo oli niissä 
epäonnistunut. Muut geelit analysoitiin DeCyder-ohjelmalla. Master-geeliksi, eli 
geeliksi, johon muita proteiinigeelejä verrattiin, valitulta geeliltä löytyi 2527 kappaletta 
proteiinitäpliä. Ohjelma kohdensi proteiinitäplät hyvin ja ainoastaan muutamia Auto 
Level 1:sen proteiinitäpliä jouduttiin korjaamaan käsin. Ohjelman tunnistamien 
samojen proteiinitäplien kolmiulotteisten profiilien eroja analysoitiin tilastollisella 
yhdensuuntaisella ANOVA:lla. Tilastollisesti merkitseviä (p<0,05) proteiinitäpliä 
löytyi yhteensä 453. Nämä täplät käytiin läpi manuaalisesti yksi kerrallaan. 
Proteiinitäplät, joiden kolmiulotteinen profiili näytti pyöreältä ja jotka löytyivät 
jokaiselta geeliltä ja olivat selkeästi nähtävissä geelikuvissa, valittiin kiinnostaviksi. 
Tällaisia proteiinitäpliä löytyi kaiken kaikkiaan 64 kappaletta.  
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Valitut proteiinitäplät listattiin kolmeen ryhmään niiden ilmenemisprofiilien mukaan. 
Ryhmän 1 proteiinit ilmentyivät joko vähän tai paljon korkeassa fosforipitoisuudessa 
(Kuva 4.7). Fosforittomalla alustalla ilmeneminen väheni tai kasvoi hieman suhteessa 
korkeaan fosforiin mutta suurin proteiinimäärien ero havaittiin vasta matalassa 
fosforipitoisuudessa. Ryhmän 2 proteiinien ilmentyminen noudatteli kasvualustan 
fosforipitoisuuksia. Ilmentyminen oli joko runsasta tai vähäistä matalissa 
fosforipitoisuuksissa ja päinvastoin korkeissa fosforipitoisuuksissa.  Kolmannen 
ryhmän proteiinien ilmenemisprofiilit muistuttavat ”siksakkia”. Proteiinien 
ilmentyminen fosforittomalla ja matalassa fosforipitoisuudessa oli eri puolilla kontrolli- 
ja korkean fosforin muodostamaa lähes lineaarista tasoa. 
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Ryhmä 1 
             
Ryhmä 2 
                              
            
 
Ryhmä 3 
             
Kuva 4.7 Proteiinien ilmenemisprofiileja kasvatuskokeen eri vaiheissa. Proteiinitäplät 
jaettiin ryhmiin 1, 2 ja 3 sen mukaan, millaisia proteiinimäärien ilmenemisprofiileja ne 
noudattavat.  
Ryhmän 1 proteiinit valittiin peptidien sormenjälkien tunnistusanalyysiä varten (peptide 
mass fingerprinting) (Kuva 4.8). Ryhmän 1 proteiinitäplistä 11 täplää näkyi värjätyillä 
ja kuivatuilla geeleillä niin hyvin, että ne pystyttiin poimimaan ja niille voitiin tehdä 
 
  
 
 
1
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peptidien sormenjälkien tunnistusanalyysi (Kuva 4.8). Proteiinitäplät 1–4 ja 8–11 
noudattelivat matalassa fosforikonsentraatiossa laskevaa profiilia ja täplät 5–7 
noudattelivat nousevaa profiilia. 
 
          
Kuva 4.8 Geelikuvassa ryhmän 1 proteiinitäplät (1-11), jotka poimittiin proteiinien 
sormenjäljitystunnistusta varten.  
Kaikki poimitut ja trypsiinikäsitellyt proteiinit pystyttiin tunnistamaan (Taulukko 4.2). 
Proteiinitäplistä 2, 5, 6, 7, 8 ja 11 tunnistettiin kaksi eri proteiinia. Proteiinitäplän 2 
epäiltiin kontaminoituneen proteiinitäplällä 1, joten täplän 2 proteiinin pääteltiin olevan 
arginyylin tRNA-syntaasi. Proteiinitäplä 5 sisälsi myös kaksi osumaa, joista proteiini 
ANA_C11670 kuuluu 1784:ään Anabaena 90 –genomisekvenssin oletettuun avoimeen 
lukukehykseen (ORF) (Wang ym. 2012). Vaikka ANA_C11670-proteiini on 
konservoituneiden mikrobiproteiinien joukossa, sen tehtävää ei tunneta. Tästä syystä 
proteiinia ANA_C11670 ei voitu ryhmitellä toimintansa perusteella, eikä sitä ole 
tarkasteltu tässä työssä. Proteiini ANA_C20753:n teoreettinen pI=9,73. Proteiini, jolla 
on näin korkea isoelektrinen piste, ei voi esiintyä IPG-liuskoilla, joiden pH-alue on 3–7. 
Tästä syystä proteiini ANA_C20753:n todettiin virheellisesti tunnistetuksi ja täplän 8 
pI kasvaa 
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proteiinin pääteltiin olevan RpoA. Myös proteiini NifH todettiin virheellisesti 
tunnistetuksi, sillä proteiinin teoreettinen molekyylimassa (31,8 kDa) oli paljon 
suurempi kuin täplän 10 havaittu molekyylimassa (26,4 kDa). Geelikuvan perusteella 
tämä ei kuitenkaan ole mahdollista ja täplän 11 proteiini tunnistettiin AbrB-proteiiniksi. 
Täplien 6 ja 7 kaksoislöydöksistä ei pystytty sulkemaan kumpaakaan proteiinia pois, 
joten täplien 6 ja 7 proteiinien sormenjäljitys sekä LC/MS-analyysit olisi hyvä toistaa.   
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Taulukko 4.2 Ryhmästä 1 poimitut ja tunnistetut proteiinit, ANOVA-testin p-arvot, MOWSE-arvot (molecular weight search score), teoreettiset 
molekyylipainot (MW) ja teoreettiset isoelektriset pisteet (pI).  
          Teoreettinen     
Täplä p-arvo 
Kerrannaismuutos 
matala-korkea Pi 
MOWSE-
arvo MW pI Mahdollinen proteiini Lyhenne 
1 0,00028 -1,49 1699 75,8 5,1 Translaation pidentämisyksikkö G EF-G 
2* 0,0012 -1,60 2053 75,8 5,1 Translaation pidentämisyksikkö G EF-G 
   
913 65,8 5,1 Arginyylin tRNA syntaasi ArgS 
3 4,30E-06 -2,06 2083 59,5 6,37 Ribuloosi-bisfosfaati karboksylaasi/oksygenaasi  RuBisCO 
4 9,20E-05 -1,77 1297 39,4 4,48 30S ribosomin proteiini S1  S1 
5* 0,0017 1,21 567 48,1 5,31 Oletettu proteiini ANA_C11670 ANA_C11670 
   
447 47,2 5,3 Treoniinisyntaasi  ThrC 
6* 4,90E-06 1,50 1095 46 5,93 S-adenosyyli-L-homokysteiini hydrolaasi  AhcY 
   
726 47,4 6,05 3-fosfooshikimaatti 1-karboksivinyyli transferaasi AroA 
7* 0,0036 1,45 1385 46 5,93 S-adenosyyli-L-homokysteiini hydrolaasi  AhcY 
   
567 47,4 6,05 3-fosfooshikimaatti 1-karboksivinyyli transferaasi AroA 
8* 0,0025 -1,27 1021 34,8 4,52 DNA:han suunnatun RNA-polymeraasin alayksikkö alfa  RpoA 
   
625 35,7 9,73 Oletettu proteiini ANA_C20753  ANA_C20753  
9 0,00067 -1,72 1025 29,3 5,06 Ribosomaalinen proteiini S2 S2 
10 1,20E-06 -1,61 855 26,4 5,35 Fosfoadenosiini-fosfosulfaatin pelkistäjä ANA_C20126 
11* 0,0001 -1,15 983 15,5 6,55 Transkription säätelijä AbrB AbrB 
   660 31,8 5,33 Typen pelkistäjän alayksikkö  NifH 
* merkitystä proteiinitäplistä määritetty kaksi eri proteiinia
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Löydetyt proteiinit jaettiin KEGG-tietokannan avulla aineenvaihduntareitteihin 
(Taulukko 4.3). Oletetulle proteiinille ANA_C1167:lle ei löytynyt BLAST-linjauksessa 
homologista vastinetta, joten se jätettiin jaottelun ulkopuolelle. Tunnistetut proteiinit 
kuuluivat transkriptioon tai translaatioon osallistuviin proteiineihin sekä aminohappojen 
aineenvaihduntaan osallistuviin proteiineihin. Ribuloosi-bisfosfaatti 
karboksylaasi/oksygenaasin (RuBisCO) todettiin osallistuvan hiilidioksidin sitomiseen.   
Taulukko 4.3 Analysoidut proteiinit jaoteltiin eri metaboliareitteihin kuuluviksi KEGG-
ohjelman avulla.  
Proteiinin metaboliareitti Proteiinin tehtävä solussa 
Transkriptioon osallistuvat proteiinit  
RpoA RNA polymeraasi  
Translaatioon osallistuvat proteiinit  
EF-G Siirtää mRNA:n ja tRNA:n ribosomilla 
peptidisidoksen muodostumisen jälkeen 
ArgS Arginyylin biosynteesi 
S1 30S ribosomin alayksikon proteiini S1 
S2 30S ribosomin alayksikön proteiini S2 
Aminohappojen metaboliaan 
osallistuvat proteiinit 
 
ANA_C20126 Sulfaatin pelkistäminen sulfiitiksi 
ThrC Glysiinin, treoniinin ja seriinin biosynteesi  
AhcY Kysteiinin ja metioniinin metabolia 
AroA Fenyylialaniinin, tyrosiinin ja tryptofaanin 
biosynteesi 
Muut  
RuBisCO Hiilidioksidin sitominen fotosynteettisillä 
organismeilla 
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5 Tulosten tarkastelu 
 
Tämän työn tarkoituksena oli selvittää, millaisia muutoksia Anabaena 90 –
syanobakteerikannan proteomissa tapahtuu, kun fosforin vähyys rajoittaa viljelmän 
kasvua. Työ toteutettiin kahdessa vaiheessa: ensimmäiseksi kanta siirrettiin 
fosforittomalle alustalle, jossa sen annettiin tyhjätä fosforivarastojaan, ja tämän jälkeen 
kanta siirrettiin vähäfosforiselle alustalle (0,05 mg/l). Kontrolliksi tehtiin rinnakkainen 
viljelmä korkealle fosforipitoisuudelle (5,5 mg/l). Työn aikana seurattiin lisäksi 
viljelmän kasvua, alustan todellista fosforipitoisuutta sekä bioaktiivisten yhdisteiden 
tuotantoa. Työn puitteissa tunnistettiin joukko proteiineja, joiden ilmenemisessä on 
yleisesti havaittu muutoksia kasvun hidastuessa tai pysähtyessä (Bouveret ja Battesti 
2011, Hengge 2011, Dignum ym. 2005). Tunnistetuista proteiineista suurimman osan 
todettiin osallistuvan aminohappojen aineenvaihduntaan sekä proteiinien tuotantoon. 
Bioaktiivisten yhdisteiden tuotannossa ei havaittu eroja korkeassa ja matalassa 
fosforipitoisuudessa. Aikaisempaan tutkimustulokseen verraten (Repka ym. 2004) 
voidaan todeta, että muutokset bioaktiivisten yhdisteiden tuotannossa tapahtuvat vasta 
useamman vuorokauden kuluttua siitä, kun fosfori rupeaa rajoittamaan kasvua.      
 
5.1 Kasvatuskoe 
 
Kasvatuskokeen aikana solut kasvoivat kaikissa kolmessa olosuhteessa. Solujen 
tyhjätessä varastoja fosforittomalla alustalla solutiheys kasvoi lähes kaksinkertaiseksi 
(Kuva 4.3). Tämä tulos oli täysin johdonmukainen aikaisempien tutkimusten kanssa, 
sillä syanobakteerit voivat jakaantua ravinneköyhinä aikoina polyfosfaattijyvästen 
sisältämän fosforin avulla kahdesta neljään kertaa (Mur ym. 1999). Matalaan ja 
korkeaan fosforipitoisuuteen siirretyt solut kasvoivat samanlaisella kasvunopeudella 
koko kokeen ajan. Kasvukäyrät eivät ehtineet erottua neljässä vuorokaudessa, mikä oli 
odotettavaa esikasvatuskokeen sekä aikaisempien tutkimusten perusteella (Rapala ym. 
1997). Esikasvatuskokeen sekä proteomiikkatulosten perusteella voidaan todeta, että 
kasvu oli hidastumassa ja saavuttamassa stationäärivaiheen matalassa 
fosforipitoisuudessa, vaikka OD750-mittausten perusteella näyttikin siltä, että solut ovat 
yhä kasvussa. Tulosten perusteella voidaankin todeta, että kasvun hidastuminen näkyy 
proteiinien ilmentymisessä jo ennen kuin se on havainnoitavissa käytetyillä kasvun 
mittausmenetelmillä. 
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Rihmamaisen solukasvuston seuraaminen OD750-mittauksilla osoittautui epävarmaksi 
menetelmäksi, sillä spektrofotometrin absorbanssilukemat vaihtelivat hyvin paljon ja 
useita mittaustuloksia jouduttiin tämän seurauksena hylkäämään. Oletettavasti 
solurihmastot asettuivat mittausten välillä eri asentoihin ja absorboivat valoa joka kerta 
eri tavoin. Toisaalta solurihmat laskeutuivat nopeasti kyvetin pohjalle, minkä 
seurauksena solutiheys muuttui kyvetin valotien kohdalla ja antoi vaihtelevia 
absorbansseja. Vaikka poikkeavia mittausarvoja hylkäämällä OD750-käyrät saatiin 
näyttämään hyviltä, päätettiin tässä työssä kuitenkin käyttää klorofylli a:ta kasvun 
ensisijaiseen seuraamiseen.   
5.2 Fosforipitoisuuden vaihtelu kasvatuskokeen aikana 
 
Alustan fosforipitoisuudet määritettiin kaupallisen kitin avulla ja muutokset fosforin 
määrässä olivat melko ennakoituja. Ensimmäisessä alustan vaihdossa fosforia siirtyi 
jonkin verran fosforittomalle alustalle mutta solut ottivat sen sisäänsä nopeasti. 
Mielenkiintoisena havaintona voidaan kuitenkin pitää fosforittoman alustan viimeistä 
päivää, jolloin fosforipitoisuus lähtee nousemaan. Fosforinäytteistä tehtiin 
varmistusmittaukset, jotka osoittivat vastaavanlaisia tuloksia. Havaintoa voi selittää 
solujen hajoamisella ja solunsisäisen fosforin vapautumisella kasvatusalustaan. 
Fosforimittausten luotettavuutta arvioitaessa täytyy huomioida, että käytetty kitti ei 
perustu yleisesti hyväksyttyyn standardiin (ISO 6878) ja kitin lineaarisuudesta 
huolimatta sen erottelevuus alhaisissa fosforipitoisuuksissa todettiin heikoksi. Tästä 
johtuen fosforinäytteiden analysointi olisi hyvä suorittaa esimerkiksi ISO 6878- 
standardimenetelmällä (Lawton ym. 1999).   
 
5.3 Bioaktiivisten yhdisteiden pitoisuuksien muutokset kasvatuskokeen aikana 
 
Bioaktiivisten yhdisteiden analyysissä pyrittiin selvittämään, tapahtuuko bioaktiivisten 
yhdisteiden määrien välillä muutoksia, kun Anabaena 90 –syanobakteerikantaa 
kasvatetaan matalassa ja korkeassa fosforipitoisuudessa. Oletuksena oli, että 
viimeisessä näytteenottopisteessä solun kasvu on alkanut hidastua ja eroja löydettäisiin 
ainakin tämän ja alkupisteen välillä. Bioaktiivisten yhdisteiden määrissä ei kuitenkaan 
havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja matalassa (0,05 mg/l) ja korkeassa (5,5 mg/l) 
fosforipitoisuudessa. Aikaisempien tutkimustulosten nojalla voidaankin todeta, että 
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bioaktiivisten yhdisteiden konsentraatioissa tapahtuu eroja vasta useamman 
vuorokauden kuluttua (Rapala ym. 1997, Repka ym. 2004) ja on oletettavaa, että 
pidemmän aikavälin kuluttua korkeassa fosforissa kasvava solukasvusto tuottaa 
runsaammin bioaktiivisia yhdisteitä kuin matalassa fosforipitoisuudessa kasvava 
solukasvusto (Repka ym. 2004).  
 
Kuvaajista (Kuva 4.5 ja 4.6) voidaan todeta, että anabaenopeptilidien määrä lisääntyy 
fosforittomalla alustalla ajan kuluessa kun taas anabaenopeptiinien määrä vähenee ja 
mikrokystiinien määrä pysyy lähes vakiona.  Fosforittomalla alustalla kasvava 
soluviljelmän voidaan ajatella olevan kasvuvaiheen lopussa korkean solutiheyden 
(OD750=1,5) vuoksi ja tästä johtuen analysoitujen bioaktiivisten yhdisteiden määrissä 
on ristiriita aikaisempaan tutkimukseen verrattuna. Aikaisemmin on nimittäin todettu, 
että Anabaena 90 –syanobakteerikannan tuottaa runsaiten anabaenopeptiinejä 
kasvuvaiheen lopussa ja mikrokystiinejä kasvuvaiheen puolessa välissä (Repka ym. 
2004). Anabaenopeptilidien määrissä ei puolestaan ole huomattu eroja kasvun eri 
vaiheissa.   
 
Tilastollinen analyysi bioaktiivisten yhdisteiden määristä matalassa ja korkeassa 
fosforipitoisuudessa suoritettiin neljällä biologisesti rinnakkaisella näytteellä. Koska 
rinnakkaisten näytteiden määrä oli hyvin pieni, tilastollisen analyysin hyödyntämä 
normaalisuus saattoi olla uhattuna, eikä normaalisuudesta poikkeavia näytteitä pystytty 
hylkäämään.  (Metsämuuronen 2006). Lisäksi rinnakkaisten näytteiden väliset hajonnat 
olivat hyvin suuria ja tästä johtuen analyysin käyttämän odotusarvon laskeminen 
hankaloitui. Hajonnan suuruuteen vaikutti myös käytetty LC/MS-menetelmä, sillä 
bioaktiivisten yhdisteiden määrissä havaittiin suurta hajontaa myös teknisten 
rinnakkaisten näytteiden välillä (aineistoa ei ole esitelty).  
 
Siitä huolimatta, ettei tilastollisesti merkittäviä eroja tässä työssä havaittu, teknisten 
rinnakkaisten näytteiden analysointi olisi mielekästä. Teknisten rinnakkaisten 
näytteiden analysoinnin jälkeen olisi mahdollista saada varmistus sille, miten 
bioaktiiviset yhdisteiden konsentraatiot vaihtelevat kasvatuskokeen aikana. Näytteiden 
analysoinnilla mahdollistettaisiin lisäksi tulosten normaalisuuden tarkastelu ja 
yksittäisten näytteiden hylkääminen, mikäli ne ovat normaaliudesta poikkeavia. 
Poikkeavuus saattaa johtua esimerkiksi siitä, ettei uuttaminen ole onnistunut tai 
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näytteiden keräämisessä tai LC/MS-analyyseissä on ollut ongelmia, joiden 
havaitseminen työn suoritusvaiheessa ei ole mahdollista. Lisäksi analyysiin tulisi ottaa 
mukaan kaksi muuta biologista rinnakkaista näytettä (pullot 5-6), jotka on jätetty 
käsittelemättä tässä työssä. Suuremman otoskoon myötä normaalisuudesta poikkeavat 
analyysit voitaisiin hylätä, keskihajontoja saataisiin pienennettyä ja tilastollisen 
analyysin luotettavuus paranisi merkittävästi.  
 
5.4 Tunnistettujen proteiinien analysointi 
 
Työn proteomiikkaosuudessa pyrittiin selvittämään, millaisia vasteita Anabaena 90 –
syanobakteerikannan proteomissa tapahtuu, kun fosfori rajoittaa kasvua. Kirjallisuuden 
perusteella oletettiin, että nälkiintyneissä soluissa esiintyy sekä yleisiä että 
fosforinpuutokselle spesifisiä stressivasteita, kun fosfori asettuu kasvua rajoittavaksi 
tekijäksi (Bouveret ja Battesti 2011, Hengge 2011 ja Dignum ym. 2005). Yleisistä 
stressivasteista oletettiin löytyvän (p)ppGpp:n ja σ-faktoripoolin muutoksen 
aikaansaamia stressivasteita. Fosforin puutokselle spesifisiä stressivasteita, eli fosforin 
kuljetukseen- tai muokkaukseen tarvittavia proteiineja, proteiinikompleksien osia sekä 
proteiinien tuotantoon käytettäviä säätelytekijöitä, oletettiin löytyvän, vaikka näiden 
proteiinien tiedettiinkin asettuvan solukalvoille ja siten eristyvän huonosti käytetyillä 
menetelmillä (Dignum ym. 2005). Oletuksena oli myös, että suurin osa solun 
proteomista säilyy muuttumattomana, sillä näytteet kerättiin jo vuorokautta 
aikaisemmin, kuin mitä OD-mittauksilla pystyttiin havaitsemaan kasvukäyrien 
erottumista (Yu 2008).  
 
Proteomien tutkimusmenetelmänä käytettiin vertailevaa proteomiikkaa soveltaen 2D-
geelielektroforeesia yhdistettynä LC/MS:ään. 2D-geelielektroforeesissa havaittiin eroja 
453:ssa proteiinitäplässä, joista 64 täplää pystyttiin erottamaan hopeavärjäyksen ja 
kuivauksen jälkeen geeleiltä. 64 proteiinitäplää oli mahdollista jakaa 
ilmentymisprofiilien perusteella kolmeen eri ryhmään (Kuva 4.7). Ryhmän 1 proteiinit 
tunnistettiin LC/MS:n avulla ja proteiinien ilmentymisten muutosten pääteltiin 
aiheutuvan siitä, että matalafosforisella alustalla kasvavat solut olivat siirtymässä 
stationäärivaiheeseen eli fosfori alkoi rajoittaa kasvua. Päätelmää tukevat 
kirjallisuusviitteet, joiden mukaan solun nälkiintymisestä aiheutuvaa kasvun 
hidastumista voidaan verrata solutiheydestä aiheutuvaan kasvun hidastumiseen eli 
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siirtymiseen kasvun stationäärivaiheeseen (Folio ym. 2004 ja Hengge 2011). Toisaalta 
proteiinien ilmentymisprofiileista voidaan nähdä, että kyseisten proteiinien 
ilmentymisessä tapahtuu muutoksia ainoastaan matalassa fosforipitoisuudessa. 
Ilmeisesti solujen polyfosfaattijyväset mahdollistavat solujen normaalin kasvun ja 
jakaantumisen fosforittomalla alustalla ja fosfori tulee kasvua rajoittavaksi tekijäksi 
vasta matalafosforisella alustalla fosforistressin pitkittyessä. Tästä syystä muutoksia ei 
havaita fosforittomalla alustalla kasvavan viljelmän proteomissa.  
 
Ryhmän 2 proteiinien ilmentymismäärät noudattavat kasvatusalustan fosforipitoisuuden 
määrää. Tästä voidaan päätellä, että kyseisestä ryhmästä saattaa löytyä mielenkiintoisia 
proteiineja, jotka edustavat solun spesifistä vastetta fosforipitoisuudelle. Ryhmän 3 
proteiinien ilmentymiselle ei löydetty yksiselitteistä selitystä ja niiden merkitys 
selviääkin vasta, kun proteiinit on tunnistettu ja metaboliareitit analysoitu. Yksi oletus 
on, että proteiinit voivat olla yleisen stressivasteen proteiineja, joiden ilmentymisessä 
tapahtuu muutoksia välittömästi, kun solun ulkopuolella tapahtuu muutoksia. 
Välittömästi aktivoituva stressivaste kuitenkin hiljennetään, kun spesifinen stressivaste 
on saatu toimintaan (Hengge 2011). Tämä ei selitä sitä, että korkeassa 
fosforipitoisuudessa proteiinia ilmennetään eri määrä kuin matalafosforisella alustalla. 
Tämän työn puitteissa proteiinit poimittiin ja tunnistettiin ryhmästä 1. Poimittaviksi 
proteiineiksi valittiin sellaiset, jotka erottuivat geelillä selkeästi yksittäisinä täplinä 
(Kuva 4.8). Tällä pyrittiin välttämään sitä, etteivät poimitut proteiinit kontaminoidu 
viereisillä proteiineilla. Proteiinien tunnistamisen mahdollisti Anabaena 90 –
syanobakteerikannan annotoitu genomisekvenssi (Wang ym. 2012). 
 
Tunnistetut proteiinit jakautuvat neljään ryhmään: transkriptioon, translaatioon, 
aminohappojen aineenvaihduntaan sekä hiilidioksidin sidontaan osallistuviin 
proteiineihin (Taulukko 4.3). Kaikkien tunnistettujen proteiinien ilmenemisprofiilit ovat 
selitettävissä solun nälkiintymisestä aiheutuvasta yleisestä stressivasteesta. 
Tunnistettujen proteiinien joukosta ei löytynyt sellaisia proteiineja, jotka voitaisiin 
liittää suoraan yleisen stressivasteen proteiineiksi eli proteiineja jotka toimivat 
entsyymeinä (p)ppGpp:n tai sigmafaktoreiden muodostumisessa (Bouveret ja Battesti 
2011, Hengge 2011). Myöskään sigmafaktorien määrissä ei havaittu muutoksia. 
Sigmafaktorien puuttuminen analysoitujen proteiinien joukosta saattaa johtua siitä, että 
ne ovat kooltaan niin pieniä, ettei niitä saada näkyviin käytetyllä menetelmällä. 
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Tunnistettujen proteiinien joukossa ei ollut replikaatioon liittyviä proteiineja. 
Proteiineja, jotka aiheuttaisivat fosforin puutoksesta johtuvan spesifisen stressivasteen, 
ei myöskään löydetty. Syy siihen, ettei muutoksia havaittu kyseisten toimintojen 
kohdalla, saattaa johtua joko siitä, ettei nämä tyypillisesti kalvoilla esiintyviä 
proteiineja onnistuttu erottelemaan geeleille tai proteiinit löytyvät ryhmästä, jota ei ole 
vielä analysoitu. Oletettavaa kuitenkin on, että näiden proteiinien ilmentymisessä on 
muutoksia, sillä analysoitujen proteiinien muutokset ovat kaikki seurausta yleisen 
stressivasteen aktivoitumisesta. Toisaalta tiedetään, että Anabaena 90 –
syanobakteerikannalla on pho-säätelyalueen geenejä (Wang ym. 2012). 
 
5.4.1 Aminohappojen metaboliaan osallistuvat proteiinit 
 
Aikaisempien tutkimusten tulokset eivät ole täysin yksiselitteisiä sen suhteen, 
väheneekö vai lisääntyykö aminohappojen määrä ravinteiden vähyyden ja (p)ppGpp-
välitteisen tiukan säätelyn seurauksena, kun solun kasvu rajoittuu ja solu siirtyy 
stationääritilaan (Kanjee ym. 2012, Bouveret ja Battesti 2011, Sowell ym., 2008). On 
arveltu, että aminohappojen metaboliaan osallistuvien entsyymien määrä lisääntyy, sillä 
RNA-polymeraaseja on paljon vapaana (p)ppGpp:n inhiboidessa DNA:n useita muita 
säätelyalueita (Paul ym. 2005). Toisaalta on havaittu, että esimerkiksi ”Candidatus 
Pelagibatcer ubique” –bakteerilla, osan aminohappojen tuotto lisääntyy kun taas osa 
vähenee stationäärivaiheessa (Sowell. 2008). Toisaalta Bacillus subtilis –bakteerin 
proteomia tutkittaessa on havaittu, että bakteeri vähentää kaikkien aminohappojen 
tuotantoa ravinteiden vähetessä ja aminohapposynteesiin osallistuvien entsyymien 
määrää vähennetään etenkin metaboliareittien alkupäästä  (Otto ym. 2012). On arveltu, 
että aminohappoja, jotka ovat tärkeitä stressivasteen muodostamiselle, ryhdytään 
tuottamaan enemmän stressitilassa, kun taas stressivasteeseen vähemmän käytettyjen 
aminohappojen biosynteesi pysäytetään (Sowell ym. 2008).  
 
Neljä tässä työssä tunnistettua proteiinia osallistuu aminohappojen metaboliaan. Näistä 
kolmen proteiinin: treoniinin synteesiin osallistuvan treoniinisyntaasin (ThrC), 
kysteiinin biosynteesiin osallistuva S-adenosyyli-L-homokysteiini hydrolaasin (AhcY) 
ja fenyylialaniinin biosynteesiin osallistuva 3-fosfohikimaatti 1-karboksivinyyli-
transferaasin (AroA), ilmentyminen lisääntyi kun taas kysteiinin biosynteesiin 
osallistuvan fosfoadenosiini-fosfosulfaatin pelkistäjän (ANA_C20126) väheni. 
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Yksiselitteistä vastausta proteiinien lisääntymiselle ei voida antaa, mutta voidaan 
olettaa, että kyseiset aminohapot ovat merkittäviä stressivasteen syntymisessä (Sowell 
ym. 2008). ANA_C20126-proteiini osallistuu sulfaatin pelkistämiseen sulfiitiksi ja sen 
vähentymiselle voi olla useita syitä. Ensinnäkin entsyymi sijaitsee kysteiinisynteesin 
alkupäässä ja aiemmin on havaittu, että metaboliareittejä pyritään hidastamaan etenkin 
niiden alkupäästä (Otto ym. 2012). Toisaalta KEGG-tietokannasta voidaan nähdä, että 
sulfaatin pelkistämiseen on olemassa myös toinen metaboliareitti, johon ei käytetä yhtä 
paljon fosforia. Kolmanneksi tilanne solussa voi olla sellainen, että sulfaattia on solussa 
riittävästi, eikä sen tuottaminen ole enää tarpeellista. Tästä johtuen proteiinia voidaan 
hajottaa tai sen tuotantoa voidaan estää.  
 
5.4.2 Translaatioon osallistuvat proteiinit 
 
Solun kasvun hidastuessa myös proteiinien tuotanto hidastuu tai pysähtyy ja 
tarpeettomien proteiinien aminohappoja pyritään vapauttamaan proteolyysin avulla 
solun muuhun käyttöön (Otto ym. 2010). (p)ppGpp-välitteisen tiukan säätelyn on 
osoitettu vähentävän E. coli –bakteerissa rRNA:n, tRNA:n ja ribosomien synteesiä sekä 
translaation aloitukseen ja pidentämiseen tarvittavia proteiineja. Vastaavasti 
translaation päättymiseen osallistuvien proteiinien on havaittu lisääntyvän solussa 
(Kanjee ym. 2012, Hoi ym. 2006, Sowell ym. 2008). Lisäksi (p)ppGpp inhiboi rRNA- 
ja tRNA-syntetaasien promoottoreita, eikä geenituotteita näin ollen pääse syntymään 
(Kanjee ym. 2012). Transkription ja translaation vähentymisen seurauksena ribosomit 
jäävät työttömiksi. Ribosomien proteiinit muodostavat merkittävä osan solun 
proteiineista, eikä niitä kannata pitää solussa turhaan, joten proteiinien aminohapot 
pyritään vapauttamaan solun muuhun käyttöön (Otto ym. 2010). Esimerkiksi B. subtilis 
–bakteerilla tehty tutkimus osoittaa, että lähes 70 % solun ribosomikoneistoista 
tuhoutuu kahden tunnin kuluttua solun kohdattua ravinteiden puutoksesta aiheutuvaa 
stressiä (Otto ym. 2010).  
 
Analysoiduista proteiineista neljän todettiin osallistuvan translaatioon ja niistä jokainen 
väheni kasvun hidastuessa. Analysoidut proteiinit olivat translaation pidentämistekijä G, 
arginyylin tRNA-transferaasi ja 30S ribosomin alayksikön proteiinit 1 ja 2. 
Analysoitujen proteiinien ilmentymisen väheneminen osoittaa sen, että matalassa 
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fosforipitoisuudessa solut oolivat siirtymässä stationäärivaiheeseen ja solussa oli 
aktivoitunut tiukka (p)ppGpp-välitteinen säätely.  
 
5.4.3 RNA-polymeraasin alayksikkö alfa (RpoA) 
 
RNA-polymeraasi on keskeinen osa bakteerien transkriptiota. Polymeraasi koostuu α-, 
β-, β’-. δ-, ja ω-alayksiköistä, jotka kaikki tarvitaan RNA:n polymeraasin toimintaan. 
Solun kasvun hidastuessa myös transkriptiota pyritään hidastamaan ja polymeraasin 
toimintaan osallistuvien proteiinien määrää pyritään vähentämään (Sowell ym. 2008). 
Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet myös transkription pysäyttämiseen ja 
estämiseen osallistuvien proteiinien määrän lisääntymistä solussa, kun solun kasvu 
hidastuu (Sowell ym. 2008, Cohen ym. 2006). Transkription hidastuminen solussa 
havaittiin myös tässä työssä RpoA-proteiinin vähentyessä matalan fosforipitoisuuden 
rajoittaessa kasvua.  
 
5.4.4 Ribuloosi-bisfosfaatti karboksylaasi/oksygenaasi (RuBisCO) 
 
Ribuloosi-bisfosfaatti karboksylaasi/oksygenaasi liittää hiilidioksidin ribuloosi-
bisfosfaattiin. Entsymaattisesta reaktiosta muodostuu kaksi 3-fosfoglyseraattia, joista 
toinen jatkaa matkaansa Calvin-kierrossa ja toinen siirtyy solun muihin 
metaboliareitteihin. Tässä työssä RuBisCO-proteiinin todettiin vähenevän matalassa 
fosforipitoisuudessa ja ilmiölle on olemassa useita vaihtoehtoisia selityksiä. 
Ensimmäiseksi solun kasvun pysähtyessä on luonnollista, että myös energian tarve 
vähenee ja tästä syystä energian tuottoa ryhdytään rajoittamaan. Toisaalta Calvin-sykli 
vaatii hyvin paljon energiaa ja tästä syystä sen toiminta pyritään estämään, sillä solut 
eivät enää tarvitse niin paljon fotosynteesillä valmistettua energiaa. Kolmanneksi on 
havaittu, että Pi on analoginen korkeampien kasvien RuBisCO-proteiinin aktivaattorille, 
eli Pi aktivoi hiilidioksidin sitoutumista (Marcus ja Gurevitz 2000). Saattaa olla, että 
epäorgaanisen fosforin puute tekee RuBisCO-proteiinin tarpeettomaksi, minkä 
seurauksena proteolyyttisen mekanismit ryhtyvät pilkkomaan sitä (Otto ym. 2010).   
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5.5 Yhteenveto ja tulevaisuuden näkymiä  
 
Tässä työssä analysoitiin 11 proteiinitäplää, jotka osoittivat erilaista ilmentymistä 
matalassa ja korkeassa fosforipitoisuudessa. Proteiinit jakautuivat translaatioon, 
transkriptioon, aminohappojen biosynteesiin sekä fotosynteesiin liittyviin 
metaboliareitteihin. Transkription, aminohappojen synteesin ja translaationproteiinien 
muutosten pääteltiin johtuvan kasvun hidastumisesta sekä tiukan vasteen 
muodostumisesta, kun taas hiilen sidontaan osallistuvan RuBisCO-proteiinin 
pitoisuuden vähenemisen todettiin johtuvan kasvun hidastumisen lisäksi epäorgaanisen 
fosforin vähyydestä kasvatusalustassa.  
 
Ajanpuutteen vuoksi iso osa proteiinitäplistä, joiden määrittäminen olisi 
mielenkiintoista, jäi analysoimatta. On oletettavaa, että näiden proteiinien joukosta 
löytyy fosforin puutoksen aiheuttaman spesifisen vasteen proteiineja fosforin puutteelle. 
Tämän työn puitteissa ei myöskään etsitty yhteisiä ylävirran säätelyalueita näille 
proteiineille, mikä saattaisi olla mielenkiintoista ja selittää ilmiöiden yhtäaikaisia 
vaikutuksia.  Myöskään 2D-geelielektroforeesia ei optimoitu siten, että sen avulla olisi 
saatu esiin proteiineja pH-alueiden äärilaidoilta. Lisäksi SDS-PAGE-ajon voisi toistaa 
pidemmällä ajoajalla siten, että proteiineja, joilla on matala pI ja pieni tai suuri 
molekyylimassa, saataisiin paremmin eroteltua, sillä suoritetussa ajossa useita 
proteiineja asettui kyseiselle geelin alueelle, eikä tilastollista analyysiä ollut mahdollista 
suorittaa. Tulevaisuudessa olisi myös syytä optimoida menetelmä, jonka avulla 
saataisiin eristettyä ja määritettyä solukalvon proteiineja. Tämä mahdollistaisi 
Anabaena 90 –syanobakteerikannan solukalvoille asettuvien fosforinkuljetus-
mekanismien ilmentymisen tutkimisen. 
 
Bioaktiivisten yhdisteiden määrissä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja, kun 
solut olivat kasvaneet 4 vuorokautta kahdessa eri fosforipitoisuudessa. LC/MS-ajot 
tulisikin suorittaa uudelleen siten, että analyysiin otettaisiin mukaan kaikkien kuuden 
biologisesti rinnakkaisen näytteen kolme teknistä toistoa. Tämä mahdollistaisi 
luotettavamman tilastollisen analyysin. Mikäli bioaktiivisten yhdisteiden määrän 
vaihtelusta ollaan kiinnostuneita pidemmällä aikavälillä, kasvatuskoe täytyisi toistaa 
siten, että solut ehtisivät kasvaa pidempään kahdessa eri fosforipitoisuudessa. Tällöin 
saataisiin pidemmältä aikaväliltä tietoa bioaktiivisten yhdisteiden käyttäytymisestä ja 
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siitä, alkaako fosforin vähyys rajoittaa bioaktiivisten yhdisteiden tuotantoa. Lisäksi olisi 
syytä tehdä standardisuorat myös anabaenopeptilideille ja anabaenopeptiineille. Näiden 
avulla voitaisiin määrittää kyseisten bioaktiivisten yhdisteiden kvantitatiivisia eroja.  
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Liite 1 Kasvatusalustojen valmistus (Kótai 1972) 
 
Kantaliuos Z8XI    
MgSO4·7H2O 2,5 g 
CaCl2·2H2O 3,7 g 
NaCl  32,1 g 
H2O  1 l 
 
Kantaliuos Z8II   Kantaliuos Z8II-P 
K2HPO4 ·3H2O 2,5 g  KCl 2,7 g 
Na2CO3 2,1 g  Na2CO3 2,1 g  
H2O  1 l   H2O 1 l  
 
Kantaliuos Z8II 
Fe-liuos: 
FeCl3·6H2O 2,8 g 
0,1 N NaCl 100 ml 
EDTA (Etyleenidiamiinitetraasetaatti·Na2·2H2O)-liuos: 
EDTA  3,9 g 
0,1 M NaOH 100 ml 
 
Sekoitetaan 10 ml Fe-liuosta noin 900 ml:aan deionisoitua vettä ja lisätään tähän 9,5 ml 
EDTA-liuosta. Täytetään 1000 ml:ksi. 
 
Hivenaineliuos 
Kantaliuokset: 
1. Na2WO4·2H2O  0,330 g/100 ml 
2. (NH4)6Mo7O24·H2O 0,880 g/100 ml 
3. KBr   1.200 g/100 ml 
4. KJ   0,830 g/100 ml 
5. ZnSO4·7H2O  2,870 g/100 ml 
6. Cd(NO3)2·4H2O  1,550 g/100 ml 
7. Co(NO3)2·6H2O   1,460 g/100 ml 
8. CuSO4·5H2O  1,250 g/100 ml 
9. (NH4)2Ni(SO4)2·6H2O 1,980 g/100 ml 
10. Cr(NO3)3·9H2O  0,410 g/100 ml 
11. V2O5  0,089 g/l 
12. Al2(SO4)3K2SO4·24H2O 4,740 g/100 ml 
13. H3BO3   31,0 g 
MnSO4·4H2O   22,3 g 
 
1 ml liuoksia 1-10 ja 12 sekä 10 ml liuoksia 11 ja 12 sekoitetaan 700 ml:aan vettä. 
Vettä lisätään lopputilavuuteen 1000 ml ja liuos säilötään valolta suojattuna.  
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Z8X (P 5,5 mg/ml)  Z8X-P (P 0 mg/ml) Z8X0,05P (P 0,5 mg/)   
5 ml Z8X I  5 ml Z8X I  5 ml Z8X I 
5 ml Z8 II  5 ml Z8 II –P 45 μl Z8 II 
5 ml Z8 III  5 ml Z8 III  4,95 ml Z8 II –P 
0,5 ml hinevaineliuos 0,5 ml hivenaineliuos 5 ml Z8 III 
     0,5 ml hivenaineliuos 
 
Kasvatusalustojen valmistus 
250 ml vettä kuplitettiin hiilidioksidilla ravinteiden sakkaamisen estämiseksi. Veteen 
lisättiin kantaliuokset ja viimeiseksi 235 ml vettä (lopputilavuus 500 ml). Fosforiton 
alusta valmistettiin happopestyillä (2 % HCl) astioilla. Liuokset autoklavoitiin ennen 
käyttöä.  
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Liite 2 Proteomiikassa käytettyjen liuosten valmistus (GeHealthcare 2005) 
 
Solujen hajotuspuskuri  
Urea 21 g 
Tiourea 7,6 g 
CHAPS 2 g 
Tris-emäs 182 mg 
MilliQ-vesi Lopputilavuus 50 ml 
Kaikki aineet punnittiin ja liuotettiin MilliQ-veteen. Liuoksen pH säädettiin 0,1 M 
NaOH:illa 8,5:een ja puskuri pakastettiin 1,5 ml:n erissä -20 °C. 
 
Tasapainopuskuri  
Urea 72 g 
SDS  4 g 
50 mM Tris pH 8,8 7 ml  
1 % Bromofenolin sininen 400 μl 
30 % Glyseroli 70 ml 
MilliQ-vesi Lopputilavuuteen 200 ml 
Puskuri pakastettiin 50 ml:n erissä -20 °C. 
 
Tasapainopuskuri 1  
Tasapainopuskuri  50 ml 
DTT 1,0 g 
 
 
 
Tasapainopuskuri 1  
Tasapainopuskuri  50 ml 
IAA  1,25 g 
Tasapainopuskurit 1 ja 2 valmistetaan juuri ennen käyttöä. 
 
Kostutusliuos (Rehydration solution) 
Urea 5,25 g 
Tiourea 1,9 g 
CHAPS 0,5 g 
IPG-puskuri 150 μl 
MilliQ-vesi Lopputilavuus 12,5 ml 
1 % Bromofenolin sininen 25 μl 
 
Kaikki aineet bromofenolin sinistä lukuuntottamatta sekoitettiin keskenään. Liuokseen 
lisättiin viimeisenä bromofenolin sininen. Rehydraatioliuos jaettiin 1,25 ml:n eriin ja 
pakastettiin -20 °C. Liuokseen lisättiin juuri ennen käyttöä 3,5 mg DTT:tä/putki.  
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DIGE 2 x lyysauspuskuri  
Urea 21 g 
Tiourea 7,6 g 
CHAPS 2 g 
1 % Bromofenolinsininen 200 μl 
MilliQ-vesi Lopputilavuus 50 ml 
DTT 100 mg/ 5 ml 
IPG-puskuri 100 μl / 5 ml 
Urea, tiourea, CHAPS ja bromofenolin sininen liuotettiin 50 ml:ksi milliQ-vedellä. 
Puskuri jaettiin 1,5 ml:n eriin ja pakastettiin -20 °C. Putkiin lisättiin juuri ennen käyttöä 
DTT ja IPG-puskuri.  
 
12 % 2-D geelien valmistus (6 geeliä, 1,0 mm Spacer) 
40 % Akryyliamidi-bis-liuos 135 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 112,5 ml 
10 % SDS 4,5 ml 
MilliQ-vesi 195,4 ml 
10 % APS 2,5 ml 
TEMED 0,125 ml 
 
Akryyliamidi, Tris-HCl, SDS ja MilliQ-vesi sekoitettiin keskenään imupullossa. 
Pullosta imettiin kaasut pois ja geeliä jäähdytettiin jääkaapissa +4 °C noin 1 tunti. 
Jäähdytyksen jälkeen APS ja TEMED lisättiin sekoittaen. Geelit valettiin välittömästi.  
 
Low-melt agaroosi  
Low-melt agaroosi 0,5 g 
TGS-puskuri 100 ml 
1 % Bromofenolin sininen 200 μl 
 
Low-melt agaroosi ja TGS-puskuri sekoitettiin ja sulatettiin mikroaaltouunissa. 
Jäähdytettyyn liuokseen lisättiin Bromofenolin sininen ja se jaettiin 1,5 ml:n erissä 
kierrekorkillisiin putkiin. Low-melt-agaroosia säilytettiin huoneen lämmössä ja se 
sulatettiin mikroaaltouunissa muutaman sekunnin ajan juuri ennen käyttöä.  
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Liite 3 Ison geelin hopeavärjäys (Blum ym. 1987) 
 
Fixaus > 1h 
Etanoli  100 ml 40 % 
Etikkahappo 25 ml 10 % 
MilliQ  Lopputilavuus 250 ml 
 
Geeli pestään 3 x 20 minuuttia 30 % etanolilla. 
 
Reduktointi 1,5 min 
tiosulfaatti (Na2S2O3x5H2O) 0,05 g 0,02 % 
MilliQ   Lopputilavuus 250 ml 
 
Geeli pestään 3 x 20 s MilliQ-vedellä. 
 
Inkubointi 20 min 
Hopeanitraatti  0,5 g 0,2 % 
Formaldehydi  50 μl 0,02 % 
MilliQ   Lopputilavuus 250 ml 
 
Geeli pestään 3 x 20 s MilliQ-vedellä. 
 
Kehittäminen 3-5 min 
Natriumkarbonaatti 7,5 g 
Formaldehydi 125 μl 
Reduktointiliuos 6,25 ml 
MilliQ  Lopputilavuus 250 ml 
 
Värjäytymisen pysäyttäminen 5 min 
Glysiini 1,25 g 
MilliQ  Lopputilavuus 250 ml 
 
Lopuksi geelit pestään 2 x 30 min MilliQ-vedellä ja siirretään kuivausta varten 
liuokseen (35 % etanoli, 2 % glyseroli). Kaikki liuokset tehdään valmiiksi ennen 
värjäyksen aloittamista.  
 
